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           Für meine Eltern 
Zusammenfassung 
Das Auftreten des pandemischen H1N1-Influenzavirus 2009 und die kontinu-
ierliche Übertragung hochpathogener H5N1-Viren (HPAIV) auf den Menschen 
verdeutlichen die Wichtigkeit zoonotischer Übertragungen. Bis heute sind die 
Restriktion tierpathogener Influenzaviren und die hohe Virulenz der HPAIV im 
Menschen nicht vollständig geklärt. 
Verschiedene Modelle wurden zur Studie von Influenzaviren verwendet, u. a. 
Zelllinien, die jedoch die Komplexität und Zelltypen der humanen Lunge nur 
unzureichend wiedergeben. Daher wurde ein humanes ex vivo Lungenkultur-
modell etabliert in welchem die komplexe Struktur und die verschiedenen 
Zelltypen der humanen Lunge erhalten bleiben. Mit Hilfe dieses Modells und 
primären und permanenten humanen Zellen wurden saisonale, pandemische, 
porzine, HPAIV und niedrigpathogene aviäre Influenzaviren (LPAIV) systema-
tisch hinsichtlich Replikation, Cytokininduktion und Zelltropismus verglichen. 
HPAIV replizierten wie auch saisonale und pandemische Viren zu hohen Titern, 
während sich LPAIV und ein porzines Virus kaum vermehrten. Einhergehend 
mit dem Vorhandensein aviärer Rezeptoren waren LPAIV dennoch fähig Lun-
genkulturen und Zellen zu infizieren und es fanden sich keine Unterschiede im 
Vorhandensein und in der Lokalisation viraler Proteine. Die Infektion mit 
HPAIV und LPAIV führten im Lungenmodell zu einer erhöhten Induktion von 
IP-10, MIP-1β, IFN-β und IL-1β, während saisonale und pandemische H1N1-
Viren nur geringe Cytokinspiegel hervorriefen. Trotz der hier beobachteten 
Unterschiede in der Replikation und Cytokininduktion infizierten alle Viren 
überwiegend Typ II Pneumozyten. Dies impliziert, dass sich die gezeigten Un-
terschiede zwischen saisonalen und aviären Viren nicht durch Unterschiede im 
Zelltropismus erklären lassen. 
Die im Rahmen dieser Studie erzielten Ergebnisse korrelieren gut mit klini-
schen Beobachtungen. Dies verdeutlicht den Wert humaner ex vivo Kulturen 
um weitere Einblicke in das pathophysiologische Verhalten von Pathogenen zu 
bekommen. 





The emergence of the pandemic H1N1 influenza A virus in 2009 and the con-
tinuous threat by highly pathogenic avian H5N1 human infections underlines 
the importance of zoonotic transmissions. The inability of most animal influ-
enza viruses to replicate efficiently in the human respiratory tract and the 
high virulence of highly pathogenic avian H5N1 viruses (HPAIV) are still not 
fully understood. 
Several models have been used to study influenza virus infections including 
human cell lines that lack the complexity and cell diversity of the human lung. 
Therefore, a human lung explant model in which the three-dimensional struc-
ture of the human lung is preserved along with the different cell-cell interac-
tions was established. Using this model and commonly used primary and per-
manent respiratory cells, replication, cytokine induction and cell tropism of 
human, avian, swine and pandemic 2009 virus was systematically compared. 
It was shown that HPAIV as well as seasonal and pandemic 2009 viruses rep-
licated to high titers while a low pathogenic avian (LPAIV) or a classical swine 
virus only replicated inefficiently. However, along with the presence of avian 
receptors, LPAIV was able to infect human lung explants and cells and there 
were no differences in abundance and localization of proteins. Infection of 
human lung explants with the HPAIV and LPAIV lead to a pronounced induc-
tion of IP-10, MIP-1β, IFN-β and IL-1β while seasonal and pandemic 2009 vi-
ruses caused only a low cytokine response. Despite their differences in repli-
cation and cytokine induction, LPAIV and the seasonal virus both primarily 
targeted type II pneumocytes suggesting that the observed differences be-
tween the two viruses are not due to differences in cell tropism in the human 
lower respiratory tract. 
The experimental findings obtained in this study are compatible with clinical 
observations highlighting the value of ex vivo human lung explants to provide 
insights into viral pathophysiological behavior in humans. 
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C  Cytidin 
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C-terminal   carboxyterminal  
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ISRE   DNA-Motiv über das Gene nach IFN-Stimulation aktiviert  
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siRNA  „small interfering“ RNA 
SOCS  „Suppressor of cytokine signalling“ 
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Influenza-A-Viren werden zusammen mit Influenza-B-, Influenza-C-, Thogoto- 
und Isaviren der Familie der Orthomyxoviridae zugeordnet und besitzen ein 
segmentiertes einzelsträngiges RNA-Genom in negativer Orientierung. Wäh-
rend Influenza-B- und Influenza–C-Viren fast ausschließlich beim Menschen 
auftreten, zeigen Influenza-A-Viren ein breites Wirtsspektrum von verschiede-
nen Säugern bis hin zu Vögeln (Abb. 1.1). Letztere, vor allem Wasservögel, 
bilden das natürliche Reservoir der Influenza-A-Viren.  
 
Abb. 1.1: Vorkommen der Influenza-A-Viren.  Wasservögel bilden das natürliche Reservoir 
der Influenza-A-Viren, die gelegentlich auf andere Tiere wie Pferde, Schweine und Hühner über-
tragen werden und zu Influenzaausbrüchen führen. Manche dieser Viren etablieren sich in die-
sen neuen Wirten, führen zu Epidemien und können auf andere Wirte wie den Menschen über-
tragen werden (modifiziert nach Lemon und Mahmoud 2005). 
Influenza-A-Viren werden weiterhin entsprechend ihrer Oberflächenproteine 
Hämagglutinin (H1-H16) und Neuraminidase (N1-N9) in verschiedene Subty-
pen unterteilt. Die Benennung der Viren erfolgt gemäß WHO-Richtlinien durch 
Angabe des Typs, der Spezies aus der das Virus isoliert wurde, dem Ort der 
Isolation, einer laufenden Nummer, dem Jahr der Isolation und Nennung des 
Subtyps (z.B. A/swine/Wisconsin/1/67 (H1N1)). Bei humanen Isolaten wird 
auf das Nennen der Spezies verzichtet. 
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Einleitung 
Influenzaviren zeichnen sich durch zwei Besonderheiten aus, die für neu auf-
tretenden Virusvarianten verantwortlich sind: Antigen-shift und Antigen-drift. 
Das segmentierte Genom ermöglicht den Viren eine Reassortierung der Gen-
segmente: wird dieselbe Zelle gleichzeitig von zwei verschiedenen Virussubty-
pen infiziert, kann es zur Vermischung der beiden Genome und zur Entste-
hung von Nachkommenviren mit anderen Eigenschaften kommen. Kommt es 
durch Reassortierung zum Austausch eines der Oberflächenproteine und ent-
steht dadurch ein Subtyp, der nicht mit dem derzeit in der menschlichen Be-
völkerung zirkulierenden übereinstimmt, spricht man von Antigen-shift 
(Palese 1977). Des Weiteren treten bei Influenza-A-Viren durch die hohe Feh-
lerrate der viralen Polymerase (ca. 1 Fehler / 100 000 Basen) Mutationen in 
Genen auf, welche für virale Proteine kodieren. Eine Anhäufung von Mutatio-
nen in den Oberflächenproteinen Hämagglutinin und Neuraminidase führt zu 
schrittweisen Veränderungen der Antigene und damit zur Antigen-drift.  
1.1.1 Aufbau des Viruspartikels und Genomorganisation 
Die Virionen der Influenza-A-Viren besitzen eine sphärische oder filamentöse 
Gestalt und haben einen Durchmesser von 80-120 nm (Abb. 1.2).  
 
Abb. 1.2: Elektronenmikroskopische Darstellung von Influenza-A-Viruspartikeln. 
(http://phil.cdc.gov/phil/details.asp)  
Sie bestehen aus den acht segmentierten Nukleokapsiden, die von einer Li-
pidhülle umgeben sind, welche von der Wirtzelle abstammt (Kates et al. 
1962). In der Virusmembran befinden sich die Oberflächenproteine Hä-
magglutinin (HA) und Neuraminidase (NA) sowie das M2-Ionenkanalprotein 
(M2) (Lamb 2001, Zebedee und Lamb 1988).  









































Abb. 1.3: Schematischer Aufbau und Übersicht der acht Gensegmente eines Influen-
za-A-Virus. (A) Dargestellt sind die Oberflächenproteine Hämagglutinin (HA), Neuraminidase 
(NA) und das Protonenkanalprotein (M2), die drei RNA-Polymeraseuntereinheiten (PB1, PB2, 
PA), das Nukleoprotein (NP), das Matrixprotein (M1), der nukleäre Exportfaktor (NS2) und die 
viralen RNA-Segmente (vRNA) (modifiziert nach Horimoto und Kawaoka 2005). (B) Tabellari-
sche Übersicht der acht Genomsegmente, der von ihnen kodierten Proteine und deren Funktion. 
(C) Darstellung eines RNP-Komplexes (modifiziert nach Portela und Digard 2002). 
Während HA als Homotrimer die Rezeptorbindung und Fusion vermittelt, ist 
die als Homotetramer vorliegende NA für die Freisetzung der Virionen essen-
tiell. Von innen wird die Virusmembran vom Matrixprotein 1 (M1) ausgeklei-
det, welches die Membran stabilisiert und mit den acht Segmenten des Virus-
genoms assoziiert ist (Gregoriades und Frangione 1981, Wakefield und 
Brownlee 1989). Letztere liegen in Form von sogenannten viralen Ribonukle-
oproteinkomplexen (vRNPs) vor. Diese bestehen neben der genomischen RNA 
aus dem RNA-bindenden Nukleoprotein (NP) sowie den Polymeraseunterein-
heiten PA, PB1 und PB2 (Murti et al. 1992, Tiley et al. 1994). Des Weiteren 
befindet sich im Virusinnern das Nichtstrukturprotein 2 (NS2, Yasuda et al. 
1993). Das Nichtstrukturprotein 1 (NS1) und das von den meisten Influenza-
viren codierte PB1-F2 Protein (Chen et al. 2001) sind nicht Teil des Virions 
und werden nur in infizierten Wirtszellen exprimiert (Palese und Shaw 2007). 
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Einleitung 
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Das segmentierte Genom, bestehend aus den acht viralen RNAs (vRNAs), hat 
eine Größe von etwa 13 600 Basen und enthält die genetische Information der 
viralen Proteine (s. Abb. 1.3). Die kodierenden Regionen der einzelnen Seg-
mente werden am 3’- und 5’-Ende von nichtkodierenden („non-coding region“ 
(NCR)) komplementären Bereichen flankiert (Desselberger et al. 1980). Sie 
bestehen aus Influenza-A-Virus-spezifischen und segmentspezifischen NCRs, 
wobei die ersten 12-13 Nukleotide am 3’- und 5’-Ende der Influenza-A-Virus-
spezifischen NCRs als Promotorstrukturen für die Transkription und Replikation 
durch die virale Polymerase fungieren (Flick et al. 1996, Tiley et al. 1994). 
1.1.2 Infektionszyklus der Influenza-A-Viren 
Der Infektionszyklus der Influenza-A-Viren beinhaltet die Adsorption an und 
die Aufnahme in die Wirtszelle, die Replikation des Genoms, die Synthese vi-
raler Proteine, den Zusammenbau und das Abknospen der Virionen von der 
Zellmembran. 
Die Adsorption der Viren erfolgt über die Bindung des HA-Proteins an end-
ständige Sialylsäurereste glykosylierter Proteine der Wirtszelle. Nach der Ad-
sorption kommt es durch rezeptorvermittelte Endozytose zur Aufnahme ins 
Zellinnere (Matlin et al. 1981). Durch den niedrigen pH-Wert in späten Endo-
somen kommt es zu einer Konformationsänderung im HA-Protein, die zur Ex-
ponierung des hydrophoben Fusionspeptides in der N-terminalen HA2-
Untereinheit und zur Verschmelzung der Virus- mit der Endosomenmembran 
führt (Bullough et al. 1994, Skehel und Wiley 2000, Floyd et al. 2008). Zudem 
strömen über die vom M2 gebildeten Ionenkanäle Protonen vom Endosom in 
das Innere des Viruspartikels (Pinto et al. 1992, Sugrue und Hay 1991, 
Wharton et al. 1994). Dies führt zur Schwächung der Interaktion von M1 mit 
den vRNPs und damit zur Freisetzung der vRNPs ins Zytoplasma (Helenius 
1992). Die Replikation der Influenzaviren findet im Zellkern statt (Martin und 
Helenius 1991b, Whittaker 2001). Daher werden die vRNPs unter Vermittlung 
der Kernlokalisierungssequenzen des NPs und der Polymerasen durch Impor-
tin-α erkannt und aktiv in den Zellkern transportiert (O'Neill et al. 1995, Cros 
et al. 2005, Whittaker et al. 1996, Wang et al. 1997). 
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Abb. 1.4: Schematische Übersicht des Infektionszyklus der Influenzaviren. Nach rezep-
torvermittelter Endozytose werden die viralen Ribonukleoproteinkomplexe (vRNPs) ins Zytop-
lasma freigesetzt und in den Zellkern transportiert, wo es zur Replikation und Transkription 
kommt. Die virale mRNA wird zur Translation ins Zytoplasma exportiert. Frühe virale Proteine, 
die für die Replikation und Transkription benötigt werden, werden zurück in den Kern transpor-
tiert. Späte Proteine wie M1 und NS2 vermitteln den Kernexport der neusynthetisierten vRNPs. 
Der Zusammenbau und das Knospen der Viren erfolgt an der Plasmamembran (modifiziert nach 
Neumann et al. 2009). 
Dort erfolgt die Transkription der vRNA in mRNA durch den viralen Polymera-
sekomplex. Dabei dienen 12-14 Nukleotide lange 5’-m7Gppp-Enden, die von 
dem viralen Polymerasekomplex von neu synthetisierter Wirtszell-mRNA ge-
schnitten werden, als Primer („cap snatching“, Krug et al. 1979, Plotch et al. 
1981, Fechter et al. 2003, Li et al. 2001, Dias et al. 2009). Die viralen mRNAs 
werden durch wiederholtes Ablesen einer Poly(U)-Sequenz vor dem 5’-Ende 
der vRNA polyadenyliert (Robertson et al. 1981, Luo et al. 1991, Poon et al. 
1999, Pritlove et al. 1998). Die kollinearen mRNAs der Segmente 7 und 8 
werden gespleißt, wodurch zusätzliche mRNAs für M2 und NS2 generiert wer-
den. Die viralen mRNAs werden in das Zytoplasma transportiert, wo sie an 
Ribosomen translatiert werden.  
Zunächst werden vor allem NP und NS1 transkribiert und translatiert, in spä-
teren Stadien werden vermehrt HA, NA und M1 synthetisiert (Smith und Hay 
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1982, Shapiro und Krug 1988). Die Synthese der Oberflächenproteine HA, NA 
und M2 erfolgt am rauen endoplasmatischen Retikulum, alle weiteren Proteine 
werden an freien Ribosomen synthetisiert. Das Protein PB1-F2, welches nicht 
von allen Influenzaviren codiert wird, wird über einen alternativen Leserah-
men von der PB1-mRNA translatiert (Chen et al. 2001). Aufgrund ihrer Kern-
lokalisierungssignale werden die Polymeraseuntereinheiten PB1, PB2 und PA, 
sowie die Proteine NP und NS1 in den Zellkern transportiert (Smith et al. 
1987).  
Im Infektionsverlauf kommt es zum Umschalten von Transkription zur Repli-
kation der vRNA. Dies geschieht über den nukleären NP-Gehalt (Shapiro und 
Krug 1988, Skorko et al. 1991, Vreede et al. 2004) und/oder durch anstei-
gende NS2-Konzentrationen (Robb et al. 2009). Für die Replikation des viralen 
Genoms wird zunächst primerunabhängig eine cRNA transkribiert, die der 
vRNA komlementär ist. Diese cRNA dient als Matrize für die Synthese neuer 











Abb. 1.5: Darstellung der verschiedenen Influenzavirus-RNAs während der Replikati-
on. Die virale RNA (vRNA) mit ihren hochkonversierten Influenza-A-spezifischen nichtkodieren-
den Regionen (NCRs) und den segmentspezifischen NCRs ist in der Mitte abgebildet. Von ihr 
erfolgt die Transkription der messenger-RNA (mRNA) und die Synthese einer vollständigen 
komplementären Kopie der vRNA (cRNA), die als Matrize für die Replikation der vRNA dient 
(modifiziert aus Lamb 2001). 
Wechselwirkung mit M1 und NS2 über den zellulären CRM1-abhängigen RNA-
Exportweg in das Zytoplasma transportiert werden (Martin und Helenius 
1991a, Ye et al. 1999, Baudin et al. 2001, O'Neill et al. 1998, Boulo et al. 
2007). Die Oberflächenproteine werden vom rauen endoplasmatischen Retiku-
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lum über den Golgi-Apparat und das trans-Golgi-Netzwerk zur Zellmembran 
transportiert. Dabei werden die Proteine glykosyliert, zu funktionellen Trime-
ren (HA) bzw. Tetrameren (NA und M2) angeordnet und schließlich im cis-
Golgi-Netzwerk die Cysteinreste des HA und M2 palmitoyliert (Sugrue et al. 
1990, Veit und Schmidt 1993, Lamb 2001). HA und NA sammeln sich in soge-
nannten „lipid rafts“ (sphingolipid- und cholesterinhaltige Membranbereiche) 
an, während M2 am Rande dieser Bereiche akkumuliert (Leser und Lamb 
2005). 
Nach welchen Prinzipien die vRNPs in die neuen Virionen eingebaut werden, 
ist noch immer nicht vollständig geklärt. Sowohl eine zufällige Verpackung der 
verschiedenen Segmente (Luo et al. 1991) als auch eine spezifische Verpa-
ckung über segmentspezifische Signale (Marsh et al. 2008, Noda et al. 2006, 
Odagiri und Tashiro 1997) wird diskutiert, wobei sich für letztere die Hinweise 
häufen. Die Abschnürung der neuen Virionen von der apikalen Membran er-
folgt wahrscheinlich durch ein Zusammenspiel verschiedener Proteine. So 
konnte einerseits gezeigt werden, dass transfiziertes M1 allein die Knospung 
virusähnlicher Partikel veranlasst (Gomez-Puertas et al. 2000), andererseits 
zeigen neuere Studien, dass HA zusammen mit NA das Abschnüren der Virio-
nen induziert (Chen et al. 2007). Durch die Neuraminidaseaktivität des NA-
Proteins werden Sialinsäurereste von der Membranoberfläche abgespalten, 
was eine Freisetzung der Virionen ermöglicht und eine Readsorption verhin-
dert (Palese et al. 1974, Barman und Nayak 2000, Nayak et al. 2004). Das 
HA-Protein wird zunächst als HA0-Vorläuferprotein gebildet. Die Spaltung die-
ses HA0-Vorläuferproteins in HA1 und HA2 ist die Vorraussetzung für die 
Membranfusion und damit für die Infektion weiterer Zellen (Scheid und 
Choppin 1974, Klenk und Rott 1988, Kido et al. 1999). Bei hochpathogenen 
H5- und H7-Viren erfolgt die Spaltung an einem multibasischen Motiv durch 
die Subtilisin-ähnliche Protease Furin bereits intrazellulär im trans-Golgi-
Netzwerk (Stieneke-Grober et al. 1992). Als mögliche HA0-prozessierende 
Proteasen, die monobasische Motive der humanpathogenen und niedrigpatho-
genen Viren erkennen, wurden zunächst exogene Proteasen wie 
Pankreastrypsin (Klenk et al. 1975), Plasmin aus Kalb und Hühnerserum 
(Lazarowitz et al. 1973), Tryptase Clara aus Rattenlungen (Kido et al. 1992) 
und Miniplasmin aus Rattenlungen (Murakami et al. 2001) beschrieben. Neue-
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re Studien identifizierten die zellulären Proteasen TMPRSS 2 („transmembrane 
protease serine“) und HAT („type II membrane protein human airway trypsin-
like protease“) in humanen respiratorischen Zellen (Bottcher et al. 2006). Ne-
ben zellulären Proteasen können auch mikrobielle Proteasen bei bakteriellen 
Infektionen der Atemwege HA0 spalten (Tashiro et al. 1987). Welche dieser 
Proteasen in der humanen Lunge wirklich an der Spaltung des HA-Proteins 
beteiligt sind, ist noch immer unklar. 
Im Laufe des Infektionszyklus kommt es zur Inhibierung der zellulären und 
Verstärkung der viralen Proteinsynthese. Durch die Bindung von NS1 an die 
5’NCR der viralen mRNA und den Translationsinitiationsfaktor eIF4GI kommt 
es zur Verstärkung der viralen mRNA Translation (Park und Katze 1995, 
Aragon et al. 2000, Burgui et al. 2003). Gleichzeitig bindet NS1 an CPSF 
(„cleavage and polyadenylation specific factor“) was zur Inhibition des Splei-
ßens und Polyadenylierens zellulärer (prä)-mRNA und deren Kernexport führt 
(Fortes et al. 1994, Nemeroff et al. 1998, Chen et al. 1999). 
PB1-F2 interagiert mit PB1 und führt zu einer moderaten Steigerung der vira-
len Polymeraseaktivität (Mazur et al. 2008). Zudem scheint es die Immun-
antwort der Wirtszelle durch Induktion von Apoptose vor allem in Monozyten 
zu modulieren und wird mit einer Erhöhung der Pathogenität assoziiert (Chen 
et al. 2001, Zamarin et al. 2006). 
1.1.3 Pathogenese und Epidemiologie 
Influenza-A-Viren sind zusammen mit den Influenza-B-Viren für die jährlich 
auftretende klassische Virusgrippe (Influenza) beim Menschen verantwortlich, 
die im Schnitt jährlich 8.000 - 10.000 Todesfälle in Deutschland verursacht 
(AGI 2008). Die Viren werden meist über Tröpfcheninfektion übertragen und 
infizieren zunächst Epithelzellen der Mund- Nasen- und Rachenschleimhaut 
(Alford et al. 1966, Wright et al. 2007). Nach einer Inkubationszeit von 1-3 
Tagen treten die typischen Symptome wie Kopf- und Gliederschmerzen, Hus-
ten, Schüttelfrost und hohes Fieber auf. Bei schweren Krankheitsverläufen, die 
gehäuft bei älteren und immunsupprimierten Personen zu beobachten sind, 
kommt es auch zur Ausbreitung der Viren bis in den unteren Respirations-
trakt. Dabei kommt es zu Zellzerstörungen, Bildung von Hyalinmembranen 
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und Ödemen und zur verstärkten Einwanderung von Neutrophilen und Mono-
zyten. Diese Vorschädigung der Epithelien erleichtert eine Infektion mit ande-
ren Erregern, so dass es häufig zu einer bakteriellen Sekundärinfektion 
kommt (Sprenger et al. 1993, Simonsen et al. 1997). Derzeit stehen zwei 
verschiedene Wirkstoffklassen antiviraler Medikamente zur Verfügung. Zum 
einen die Adamantane (Amantadin und Rimantadin), die die Ionenkanalfunk-
tion des M2-Proteins inhibieren, und zum anderen die Neuraminidaseinhibito-
ren Oseltamivir (Tamiflu) und Zanamivir (Relenza). Mittlerweile sind jedoch 




Abb. 1.6: Übersicht der Influenzapandemien. Die spanische Grippe wurde wahrscheinlich 
durch die Übertragung eines aviären Virus auf den Menschen ausgelöst. 1957 kam es durch die 
Einführung von HA- (H2), NA- (N2) und PB1-Genen eines aviären Virus in die Bevölkerung zur 
Asiatischen Grippe. Eine weitere Reassortierung eines aviären H3 HA- und PB1-Gens führte zur 
Hong Kong Grippe 1968. 2009 löste eine porzine Quadrupelreassortante die erste Pandemie des 
21. Jahrhunderts aus. 
Influenza-A-Viren treten in Form von saisonalen Epidemien auf, die überwie-
gend durch die seit 1977 zirkulierenden Subtypen H1N1 und H3N2 verursacht 
werden. Daneben wurden in diesem und im letzten Jahrhundert vier große 
Pandemien dokumentiert (Abb. 1.6), die entweder durch die direkte Übertra-
gung eines aviären Virus auf den Menschen oder durch Reassortierung ver-
schiedener Influenzaviren hervorgerufen wurden.  
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So wurde die „Spanische Grippe“ von 1918, der mehr als 40 Millionen Men-
schen zum Opfer fielen, wahrscheinlich durch die Übertragung eines aviären 
H1N1-Virus auf den Menschen ausgelöst (Taubenberger et al. 1997). Dagegen 
führte die Reassortierung der nach der Spanischen Grippe zirkulierenden 
H1N1-Viren mit einem aviären H2N2-Virus (Segmente HA, NA und PB1) zur 
Auslösung der „Asiatischen Grippe“ von 1957 (Kawaoka et al. 1989, 
Scholtissek et al. 1978). Eine weitere Reassortierung dieser H2N2-Viren mit 
einem aviären H3-Virus (HA und PB1 Segment) führte zur „Hong Kong Grippe“ 
von 1968 (Kawaoka et al. 1989). Am 11. Juni 2009 rief die WHO mit dem 
weltweiten Auftreten der sogenannten „Schweinegrippe“ die erste Pandemie 
dieses Jahrhunderts aus (1.1.4). Bis heute zirkulieren die pandemischen 
H1N1-Viren in der Bevölkerung, so dass ihre Antigene zusammen mit denen 
der saisonalen H3N2- und Influenza-B-Viren die Komponenten der Grippeimp-
fung bilden (http://influenza.rki.de/Saisonberichte/2009.pdf). 
1.1.4 Die Epidemiologie pandemischer H1N1-Viren 2009  
Epidemiologische Daten zeigen, dass ein Ausbruch von influenzaähnlichen re-
spiratorischen Erkrankungen in La Gloria, Mexico, im Februar 2009 begann 
(Fraser et al. 2009). Anfang April registrierten die Gesundheitsämter in Mexi-
ko hohe Fallzahlen von Pneumonien und influenzaähnlichen Symptomen. Mitte 
April wurde in zwei Patientenproben in Californien das H1N1-Virus 2009 nach-
gewiesen. Das pandemische H1N1-Virus 2009 (auch fälschlicherweise als 
„Schweinegrippevirus“ bezeichnet) verbreitete sich sehr effizient von Mensch 
zu Mensch und innerhalb weniger Wochen in über 30 Länder.  
Das Virus ist eine Quadrupelreassortante, die durch die Reassortierung eines 
eurasischen vogelähnlichen Schweinevirus mit einer porzinen Tripelreassor-
tante aus einem humanpathogenen H3N2-Virus (PB1, NA), einem klassischen 
Schweinevirus (NS, NP, M und HA) und einem nordamerikanischen aviären 
Virus (PB2, PA) entstand (Dawood et al. 2009, Neumann et al. 2009, Abb. 
1.7). Diese Tripelreassortanten stellen in USA die am häufigsten vorkommen-
den Viren in Schweinen dar und führten seit 2005 bereits zu sporadischen In-







Human (H3N2) Eurasisch 
aviärähnlich porzin
PB2 - nordamerikanisch aviär
PB1 - humanpathogen H3N2
PA   - nordamerikanisch aviär
H1   - klassisch porzin
NP   - klassisch porzin
N1   - eurasisch aviärähnlich
porzin
M     - eurasisch aviärähnlich
porzin






Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Entstehung der pandemischen H1N1-Viren. In 
den 1990er Jahren kam es zur Reassortierung eines humanen H3N2, eines nordamerikanischen 
aviären und eines klassischen Schweinevirus, die zur Entstehung von tripelreassortanten 
Schweineviren führte, die in der nordamerikanischen Schweinepopulation zirkulierten. Durch 
eine Reassortierung mit einem eurasisch aviärähnlichen porzinen Virus entstanden die pande-
mischen H1N1-Viren (modifiziert nach Neumann et al. 2009). 
1.1.5 Die Epidemiologie hochpathogener H5N1-Viren 
Hochpathogene aviäre Viren wurden erstmals 1997 mit humanen respiratori-
schen Infektionen assoziiert, als es während eines Krankheitsausbruchs bei 
Geflügel in Hong Kong zu einer direkten Übertragung eines rein aviären H5N1-
Virus auf den Menschen kam. Insgesamt kam es zur Infektion von 18 Indivi-
duen, von denen sechs verstarben (Claas et al. 1998, de Jong et al. 1997 
Subbarao et al. 1998 Yuen et al. 1998). Dieser Ausbruch konnte durch die 
Schlachtung aller Vögel auf den Geflügelfarmen und -märkten in Hong Kong 
unter Kontrolle gebracht werden. Obwohl in Routineüberwachungen immer 
wieder H5N1-Viren im Geflügel zwischen 1999 und 2003 nachgewiesen wur-
den (Ellis et al. 2004, Guan et al. 2002, Sims et al. 2003), wurde kein weite-
rer humaner Fall gemeldet, bis im Februar 2003 das Virus bei zwei Familien-
mitgliedern isoliert wurde, von denen eins verstarb (Peiris et al. 2004). Seit 
Ende 2003 verbreiteten sich die H5N1-Viren in weiteren asiatischen Ländern 
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und führten zur Schlachtung von über 150 Millionen Hühnern und zu sporadi-
schen Infektionen beim Menschen. Seitdem haben sich die Viren von Asien bis 
nach Europa und Afrika ausgebreitet (Ducatez et al. 2006). In letzter Zeit 
wurde das Virus in domestizierten Vögeln und Wildvögeln in Zentralasien, Af-
rika und Europa nachgewiesen (Kilpatrick et al. 2006) und aktuell treten in 
Ägypten, Indonesien und Kambodscha sporadische Infektionen beim Men-
schen auf. Bis zum 13.05.2011 wurden insgesamt 553 humane Infektionen, 
die bei 306 Personen zum Tode führten, nachgewiesen 
(http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/country/cases_table_2011_
05_13/en/index.html). Während die Mortalitätsrate beim Ausbruch von 1997 
bei etwa 33% lag, zeigten H5N1-Infektionen nach 2003 mit etwa 60% eine 
deutlich höhere Mortalitätsrate. Obwohl mehrere verschiedene H5N1-
Virusfamilien auftraten, kam es nicht zu einer Übertragung von Mensch zu 
Mensch. Mehrere Studien zeigten, dass hochpathogene aviäre H5N1-Viren bei 
Patienten hauptsächlich im unteren humanen Respirationstrakt replizieren und 
die Viruslast mit dem Ausgang der Infektion korreliert (de Jong et al. 2006, 
Tran et al. 2004). Humane H5N1-Infektionen führen neben Fieber und respira-
torischen Symptomen zu schweren Pneumonien und Diarrhöen und zeichnen 
sich durch hohe Cytokin- und Chemokinlevel im Serum aus (de Jong et al. 
2006, Peiris et al. 2004, To et al. 2001). 
1.2 Speziesbarriere der Influenzaviren 
Influenzaviren wurden aus vielen verschiedenen Wirten wie Schweinen, Vö-
geln und Menschen isoliert (Webster et al. 1992). Interspeziestransmissionen 
werden nur sehr selten beobachtet und aviäre Viren replizieren in experimen-
tell infizierten Personen nur sehr ineffizient (Beare und Webster 1991). Den-
noch kam es seit 1997 immer wieder zur direkten Übertragung aviärer H5N1-
Viren vom Vogel auf den Menschen. Die molekularen Faktoren der Speziesbar-
riere und der Wirtsadaptation der Influenzaviren sind bis heute noch nicht 
vollständig geklärt. Molekulare Faktoren, die der Speziesspezifität von Viren 
zu Grunde liegen können, schließen z. B. das Vorhandensein passender Re-
zeptoren und/oder Transkriptions- oder anderer benötigten Wirtsfaktoren ein 
sowie die Immunantwort des Wirtes. Für humane Coronaviren des Serotyps 1 
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konnte gezeigt werden, dass die Expression des Rezeptors ein Hauptmerkmal 
der Speziesbarriere darstellt. So wurde beschrieben, dass die genomische 
RNA der Viren bei Transfektion in verschiedensten Zellen infektiös ist, Virionen 
jedoch nur humane und feline Zellen oder Zellen, die mit dem Rezeptor zuvor 
transfiziert worden waren, infizieren können (Yeager et al. 1992). Im Gegen-
satz dazu konnte für Poxviren gezeigt werden, dass sie sowohl in permissive 
als auch in nicht permissive Zellen eindringen können und es in nicht permis-
siven Zellen erst intrazellulär zu einer Restriktion kommt (McFadden 2005). 
Die Immunantwort des Wirtes trägt bei der Virusfamilie der Paramyxoviridae 
zur Speziesspezifität bei. So ist das Simianvirus 5 in der Lage die IFN-Antwort 
über Degradation von STAT1 in humanen, Affen- und Hundezellen zu hem-
men, jedoch nicht in murinen Zellen (Didcock et al. 1999, Didcock et al. 
1999). 
Für Influenza-A-Viren sind bisher verschiedene Faktoren wie z. B. die Rezep-
torspezifität des HA-Proteins und die Aktivität der viralen Polymerase als De-
terminanten der Speziesbarriere diskutiert worden. 
Die HA-Proteine aviärer Influenzaviren binden vorzugsweise an α-2,3-verlinkte 
Sialylsäurereste (SAα-2,3Gal), die im Gastrointestinaltrakt von Geflügel 







Abb. 1.8: Darstellung der α-2,3-und α-2,6-glykosidischen Bindung. Beim aviären Rezep-
tor (A) ist das C2-Atom der Sialylsäure mit dem C3-Atom der Galaktose verbunden, während 
die Bindung beim humanen Rezeptor über das C2-Atom der Sialylsäure und das C6-Atom der 
Galaktose erfolgt (B) (Wright et al. 2007). 
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und Wildvögeln als Bestandteil der Glykoproteine vorkommen (Ito et al. 
1998). Im Gegensatz dazu erkennen HA-Proteine der humanen Influenzaviren 
bevorzugt α-2,6-verlinkte Sialylsäurereste (SAα-2,6Gal), die im oberen Respi-
rationstrakt von Mensch und Frettchen exprimiert sind (Shinya et al. 2006, 
Connor et al. 1994, Matrosovich et al. 2000, Leigh et al. 1995). Dennoch kön-
nen hochpathogene aviäre Viren Menschen infizieren und zu einer lethalen 
Infektion führen (Claas et al. 1998, Subbarao et al. 1998, Fouchier et al. 
2004). Eine mögliche Erklärung dafür lieferte die Erkenntnis, dass Zellen im 
unteren humanen Respirationstrakt auch SAα-2,3Gal tragen (Shinya et al. 
2006, van Riel et al. 2006).  
Trotzdem scheint das HA aviärer Stämme für eine effiziente Mensch-zu-
Mensch-Übertragung präferenziell den humanen Rezeptor erkennen zu müs-
sen. Diese Aussage wird unterstützt durch die Tatsache, dass frühe Isolate der 
Pandemien von 1918, 1957 und 1968 an SAα-2,6Gal binden, obwohl ihre HA-
Proteine aviären Ursprungs sind (Gamblin et al. 2004, Gamblin et al. 2004, 
Matrosovich et al. 2000). Es ist bekannt, dass ein Aminosäureaustausch im 
HA1-Protein von H2 oder H3 (Gln226Leu, Gly228Ser) zu einer Änderung der 
Rezeptorspezifität von α-2,3 zu α-2,6 führt (Rogers und Paulson 1983, Naeve 
et al. 1984, Connor et al. 1994). Für H5N1-Viren zeigten dagegen Microarray-
analysen dass der Austausch dieser AS (Gln226Leu und Gly228Ser) zwar zu 
einer verringerten α-2,3-Bindung führt aber keine deutliche Änderung der 
Bindungsaffinität für α-2,6 zu erkennen war (Stevens et al. 2006). Bei H1-
Viren sind Asp190 mit einer Rezeptorpräferenz für SAα-2,6Gal assoziiert, wäh-
rend die bei aviären Viren vorkommende Glutaminsäure für eine Bindung an 
SAα-2,3Gal verantwortlich ist (Gamblin et al. 2004, Gamblin et al. 2004, 
Matrosovich et al. 2000, Kobasa et al. 2004). 
Eine weitere Determinante der Speziesbarriere ist die virale Polymerase 
(Neumann und Kawaoka 2006). Dabei spielt vor allem die Aminosäure an der 
Position 627 im PB2-Protein eine große Rolle (Subbarao et al. 1993). Im PB2-
Protein humanpathogener Viren findet sich an dieser Stelle meist ein Lysin 
(K627), während bei aviären Viren meist ein Glutamin (E627) vorhanden ist 
(Chen et al. 2006). PB2 E627 korreliert mit einer verminderten RNA-
Bindungsfähigkeit, Polymeraseaktivität, Replikation und Pathogenität der Viren 
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in Säugerzellen und Mäusen (Kuzuhara et al. 2009, Hatta et al. 2001, 
Salomon et al. 2006 Shinya et al. 2004). Des Weiteren beeinflusst die AS 627 
in PB2 die Temperatursensitivität der Viren. So replizieren Viren mit PB2 K627 
besser bei niedrigeren Temperaturen um 33°C wie sie im oberen humanen 
Respirationstrakt vorkommen, während Viren mit PB2 E627 bei 41°C (ent-
spricht der Körpertemperatur von Vögeln) besser replizieren (Massin et al. 
2001, Hatta et al. 2007). Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass der 
Austausch K627E die Übertragbarkeit humaner Influenzaviren in Meer-
schweinchen reduziert (Steel et al. 2009). Dennoch führt PB2 K627 weder zu 
einer vermehrten Virulenz im Frettchen noch korreliert es immer mit einem 
schwerwiegenden Krankheitsverlauf beim Menschen (Govorkova et al. 2005, 
Maines et al. 2005). Zudem weisen die pandemischen H1N1-Viren von 2009, 
die sehr effizient im Menschen replizierten und von Mensch zu Mensch über-
tragen wurden, die aviäre Signatur E627 auf. 
1.3 Das nicht adaptive Immunsystem  
Im Vergleich zum adaptiven Immunsystem, welches sich erst im Laufe der 
Phylogenese der Wirbeltiere entwickelte, stellt das nicht adaptive oder auch 
als „angeboren“ bezeichnete Immunsystem das evolutionär gesehen ältere 
System dar, welches bei fast allen Lebewesen vorhanden ist. Es spielt eine 
wesentliche Rolle bei der schnellen und effektiven Kontrolle viraler Infektionen 
und der Initiierung der adaptiven Immunität. Zum nicht adaptiven Immunsys-
tem gehören sowohl anatomische und physiologische Barrieren wie Epithelien 
als auch das Komplementsystem und spezialisierte Zellen. Zu den spezialisier-
ten Zellen des adaptiven Immunsystems zählen vor allem Makrophagen, 
dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten und natürliche Killerzellen. Akti-
viert wird das angeborene Immunsystem durch sogenannte PAMPs („pathogen 
associated molecular patterns“), bestimmte auf Pathogenen wiederkehrende 
Strukturen wie Lipopolysaccharide und virale Nukleinsäuren, die von spezifi-
schen Rezeptoren („pattern recognition receptors“ (PRRs)) erkannt werden. 
PRRs sind nicht nur auf spezialisierten Zellen des angeborenen Immunsystems 
exprimiert sondern z. B. auch auf Epithelzellen. Letztere produzieren am In-
fektionsort eine erste Cytokinwelle, die zu einer lokalen und systemischen 
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Antwort führt (Van Reeth 2000). Zu den frühen Cytokinen gehören Interferon-
α, Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Interleukin (IL)-1α und IL-1β, denen IL-6 
und verschiedene chemotaktische Cytokine wie IL-8 folgen (Bielefeldt-
Ohmann 1995). Die induzierten Cytokine aktivieren einerseits spezialisierte 
Immunzellen wie dendritische Zellen und natürliche Killerzellen (Biron et al. 
1999, Gallucci et al. 1999, Le Bon et al. 2001) andererseits führen sie in den 
umliegenden Epithelzellen zur Aktivierung antiviral wirkender Proteine 
(Samuel 2001). Dabei spielen vor allem die induzierten Typ I Interferone wie 
Interferon-α eine wichtige Rolle (1.3.1). 
1.3.1 Das Typ I Interferonsystem 
Die Interferone wurden erstmals 1957 beschrieben, als Isaacs und Lindemann 
herausfanden, dass Überstände infizierter Zellen ein Protein enthalten, wel-
ches andere Zellen für eine Virusinfektion resistent machen (Isaacs und 
Lindenmann 1957). Heute unterscheidet man Interferone (IFN) der Typen I, II 
und III. Letztere wurden erst 2003 identifiziert und als IFN-λ1 (IL-29), IFN-λ2 
(IL-28A) und IFN-λ3 (IL-28B) bezeichnet (Kotenko et al. 2003, Sheppard et 
al. 2003). Sie weisen überlappende Funktionen mit den Typ I IFN auf (siehe 
weiter unten). Als einziges bekanntes Typ II IFN gilt IFN-γ, welches vor allem 
von Makrophagen und anderen Immunzellen gebildet wird und zur Initiierung 
der adaptiven Immunantwort beiträgt (Gessani und Belardelli 1998). Zu den 
Typ I IFN gehören IFN-α, IFN-β, IFN-ε, IFN-κ und IFN-ω, die alle an den glei-
chen IFN-α/β-Rezeptor (IFNAR) binden und antiviral wirken (Sommereyns et 
al. 2008, Muller et al. 1994, Seo und Hahm 2010, Hiscott 2007). Wie wichtig 
die Typ I IFN-Antwort ist, wird durch die verstärkte Anfälligkeit von IFNAR-
defizienten Mäusen für Virusinfektionen (Kamijo et al. 1994, Hwang et al. 
1994) deutlich. Die Aktivierung des Typ I IFN-Systems erfolgt über „Toll-like“ 
Rezeptoren (TLR) oder RIG-I („retinoic acid-inducible gene I“ (Seth et al. 
2006, Baum und Garcia-Sastre 2010)). In Epithelzellen fungiert RIG-I als cy-
tosolischer Rezeptor für doppelsträngige RNA oder einzelsträngige 5’-
phosphorylierte RNA (Yoneyama et al. 2004, Hornung et al. 2006, Pichlmair et 
al. 2006). Die Bindung letzterer führt vermutlich im Rahmen einer Influenza-
virusinfektion zur Initiierung der Typ I IFN-Antwort. Nach Aktivierung wirkt 
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RIG-I über den Adapter IPS-1 zur Aktivierung von IFN regulatory factor 3 
(IRF3) und zur Produktion von IFN (Wolff und Ludwig 2009). Während RIG-I 
entscheidend für die Virusdetektion in Epithelzellen und Fibroblasten ist, er-
folgt die Erkennung viraler RNA in Immunzellen wie den plasmazytoiden 
dentritischen Zellen (pDCs) über TLR7 in Endosomen (Lund et al. 2004, 
Diebold et al. 2004, Kato et al. 2005). 
Sekretiertes Typ I IFN wirkt auto- und parakrin und führt über die Bindung an 
IFNAR zur Aktivierung des Jak-STAT Signalweges. Dieser führt zur Bildung des 
Transkriptionsfaktors ISGF3 (bestehend aus STAT1, STAT2 und IRF-9), der zur 
Induktion der IFN stimulierten Gene (ISGs) wie 2’-5’Oligoadenylat Synthetase 
(OAS), Protein Kinase R (PKR), Orthomyxovirus resistente GTPase (MxA) und 
ISG15 führt (Stark et al. 1998, Wolff und Ludwig 2009). Die translatierten 
Proteine dieser ISGs können die Replikation und die Ausbreitung der Viren 
durch Degradierung der viralen RNA (OAS), Inhibierung der zellulären Transla-
tionsmaschinerie (PKR) und Blockierung der viralen Polymerase (MxA) verhin-
dern (Garcia-Sastre und Biron 2006, Sadler und Williams 2008, Samuel 
2001). Das 15 kDa große ubiquitinähnliche Protein ISG15 ist eines der meist 
induzierten ISGs nach Virusinfektion und fungiert ebenfalls als antiviral wir-
kendes Molekül gegen Influenzaviren (Lenschow et al. 2007). Wie ubiquiti-
nähnliche Proteine wird auch ISG15 an Zielproteine über ein C-terminales Gly-
Gly Motiv gebunden. Dieser als ISGylierung bezeichneter Prozess erfolgt in 
einer dreistufigen enzymatischen Kaskade (Abb. 1.9).  
ISGylierung
 
Abb. 1.9: ISGylierung. ISG15 wird wie Ubiquitin in einer dreistufigen Enzymkaskade an ver-
schiedene Substrate gebunden. Zunächst wird ISG15 ATP-abhängig von E1 (UBE1L) aktiviert 
und auf E2 (UBCH8) übertragen. Durch E3 (HERC5), welches an Ribosomen gebunden ist, wird 
ISG15 über ein C-terminales Gly-Gly Motiv an ein Lysin des Zielproteins konjugiert (Skaug und 
Chen 2010). 
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Bis heute sind über 150 Proteine als putative ISGylierungsziele identifiziert 
worden (Zhao et al. 2005). Unter ihnen befinden sich auch selbst durch IFN-
stimulierte Proteine wie MxA und RIG-I. Dennoch ist wenig über die funktio-
nelle Konsequenz einer ISGylierung bekannt. In verschiedenen Studien konnte 
gezeigt werden, dass ISG15 knockout Mäuse im Vergleich zu Wildtypmäusen 
sensitiver gegenüber Infektion mit Sindbisvirus, Herpesviren und Influenza-A- 
und -B-Viren sind (Lenschow et al. 2007). Diese antivirale Aktivität konnte für 
Sindbisvirus, Influenza-A- und Influenza-B-Viren mit der ISG15-Konjugation in 
Verbindung gebracht werden (Lenschow et al. 2007, Lai et al. 2009). Es konn-
te gezeigt werden, dass die ISGylierung des zellulären Proteins 4EHP zu einer 
verstärkten Affinität zu mRNA Kappen führt und somit zur Inhibierung der vi-
ralen RNA Translation beitragen könnte (Okumura et al. 2007). Des Weiteren 
wurden auch virale Proteine als Zielstrukturen einer ISGylierung implemen-
tiert. So  wurde  gezeigt,  dass  das  NS1-Protein  mit  HERC5  interagiert und  
 
 
Abb. 1.10: Mögliche antivirale Mechanismen der ISGylierung. (A) Im Rahmen einer In-
fluenzavirusinfektion kommt es zur ISGylierung des NS1-Proteins an Lysin 41 (Zhao 2010), 
wodurch die Bindung an Importin-α inhibiert wird. (B) Vor allem neusynthetisierte Proteine 
werden von HERC5, welches an Ribosomen bindet, ISGyliert. ISGylierung viraler Proteine, ins-
besondere solcher, die an der Kapsidbildung beteiligt sind, könnte einen dominant negativen 
Effekt auf das Assembly der Proteine haben und damit zu einer verringerten Infektiösität führen 
(Durfee et al. 2010, Abb.: Skaug und Chen 2010). 
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ISGyliert wird (Tang et al. 2010, Zhao et al. 2010). Krug und Kollegen (Zhao 
et al. 2010) zeigten, dass die ISGylierung beim NS1-Protein von A/Udorn/72 
am Lys 41 erfolgt und postulieren, dass dadurch die Interaktion mit Importin-
α und somit die virale Replikation inhibiert wird. Im Gegensatz dazu zeigen 
Huibregtse und Kollegen, dass HERC5 relativ unspezifisch neusynthetisierte 
Proteine und damit auch virale Proteine ISGyliert (Durfee et al. 2010).  
Sie postulieren, dass selbst eine sehr geringe Anzahl ISGylierter viraler Struk-
turproteine zur Störungen beim Verpacken der Viren und damit zu einer Ver-
ringerung der Infektiösität führen könnte. Des Weiteren wird unkonjugiertes 
ISG15 von Zellen sezerniert und wirkt als Cytokin bei der Modulation der Im-
munantwort (D'Cunha et al. 1996). 
1.3.2 Interaktion viraler Proteine mit dem Interferonsystem 
Influenzaviren können die IFN-Antwort blockieren und dadurch ihre Replikati-
onseffizienz steigern. Hierbei spielt vor allem das virale NS1 eine entscheiden-
de Rolle. Es wurde beschrieben, dass NS1 die RIG-I-vermittelte Expression 
der IFN-Gene inhibieren kann (Guo et al. 2007, Mibayashi et al. 2007, Opitz 
et al. 2007, Pichlmair et al. 2006). Kürzlich konnte gezeigt werden, dass NS1 
an TRIM25 („tripartite motif protein 25“) bindet. Durch diese Bindung wird die 
Ubiquitinierung der RIG-I CARD Domäne und damit die Aktivierung von RIG-I 
inhibiert (Gack et al. 2009, Ludwig und Wolff 2009). Neben seiner Inhibition 
der IFN-β Gentranskription fördert NS1 über die Bindung an CPSF die Akku-
mulierung der IFN-β prä-mRNA Transkripte und inhibiert damit die Translation 
(Qiu und Krug 1994, Fortes et al. 1994, Noah et al. 2003). Des Weiteren inhi-
biert NS1 die Aktivität einiger interferoninduzierter Genprodukte auch direkt. 
So konnte gezeigt werden, dass NS1 die Autophosphorylierung und Aktivie-
rung der PKR verhindert (Lu et al. 1995, Hatada et al. 1999) und auch die Ak-
tivierung der OAS moduliert (Min und Krug 2006). 
1.4 Der humane Respirationstrakt 
Der humane Respirationstrakt bezeichnet alle für die Atmung zuständigen Or-
gane, dabei unterscheidet man zwischen dem oberen und dem unteren Respi-
rationstrakt. Der obere Respirationstrakt zu dem Nase, Nasopharynx und La-
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rynx gehören dient der mechanischen Reinigung, Anwärmung und Anfeuch-
tung der Atemluft. Zu dem unteren Respirationstrakt zählen Trachea, Bron-
chien und die Lunge, wobei letztere dem eigentlichen Gasaustausch dient. Die 
Lunge setzt sich aus den Verzweigungen des Bronchialbaumes, den Lungenar-
terien und -venen und den Alveolen zusammen. 
Anatomisch besteht die humane Lunge aus einem linken Lungenflügel mit 
zwei Lungenlappen und einem rechten Lungenflügel aus drei Lungenlappen.  
 
Abb. 1.11: Einteilung des Bronchialbaumes. (Bild modifiziert nach Ross und Pawlina 2010) 
Die Bronchien verzweigen sich innerhalb der Lungen zunächst in Lappen- und 
Segmentbronchien, denen die Bronchiolen (< 1 mm), die terminalen Bron-
chiolen (~ 0,4 mm) und schließlich die respiratorischen Bronchiolen mit ins-
gesamt geschätzten 300 Millionen Alveolen (~ 250 µm) folgen (Abb. 1.11 
links). Während Lappen- und Segmentbronchien noch durch hyaline Knorpel-
spangen stabilisiert werden und ihre Wände seromuköse Drüsen enthalten, 
besitzen Bronchiolen nur noch membranöse Wandungen ohne Drüsen (Abb. 
1.11 rechts, Lüllmann-Rauch 2003).  
Das Epithel der Bronchien besteht zunächst wie auch im oberen Respirations-
trakt aus mehrreihigem hochprismatischem Flimmerepithel mit Becherzellen 
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(sogenanntem respiratorischen Epithel, Abb. 1.12 A) vereinfacht sich jedoch 
Richtung Alveolen ständig. So findet sich in den Bronchiolen überwiegend ein-
schichtiges Flimmerepithel mit wenigen Becherzellen, in den terminalen Bron-
chiolen einfaches zylindrisches bis kubisches Epithel mit Clarazellen ohne Be-
cherzellen (Abb. 1.12 B) und in den Alveolen plattes Alveolarepithel. Das 
Alveolarepithel besteht aus Pneumozyten Typ I, die mit ihrem dünnen Zellkör-
pern die Alveolarinnenfläche zu 90% bedecken und die Kapillaren überziehen 
(Blut-Luft Schranke), und aus Pneumozyten Typ II (Abb. 1.12 B). Letztere 
sind kubische Zellen, die Surfactant bilden und als Vorläuferzellen für Typ I 
Pneumozyten dienen.  
 
Abb. 1.12: Übersicht der Epithelien und verschiedenen Zelltypen in Bronchien (A), 
respiratorischen Bronchiolen und Alveolen (B). Während im mehrreihigen Flimmerepithel 
der Bronchien und im einschichtigen Flimmerepithel der respiratorischen Bronchiolen deutlich 
cilierte Zellen vorhanden sind, finden sich diese in den Alveolen nicht mehr. Die Alveolen beste-
hen dagegen vor allem aus Typ I und Typ II Pneumozyten. Zudem finden sich in den Alveolen 
Alveolarmakrophagen (Bild: modifiziert nach Sun et al. 2007). 
Während Typ I Pneumozyten arm an Mitochondrien und anderen Organellen 
sind, ist das Zytoplasma der Typ II Pneumozyten reich an Mitochondrien, rau-
em und glatten ER und enthält sphärische Körperchen aus lamellenförmigem 
Lipoproteinmaterial (Lamellarkörperchen (LK)), welche den Surfactant darstel-
len (Stevens et al. 1997). Der sezernierte Surfactant besteht zu 90% aus 
Phospholipiden, die die Oberflächenspannung des alveolaren Flüssigkeitsfilms 
vermindern und damit entscheidend zur Atmung beitragen (Lüllmann-Rauch 
2003). Die restlichen 10% des Surfactant bestehen aus surfactantassoziierten 
Proteinen wie SP-A und SP-D welche antimikrobielle und opsonisierende Ei-
genschaften haben (Sorensen et al. 2007). Zudem finden sich in den Alveolen 
Alveolarmakrophagen, die etwa 10% aller Zellen im Alveolarbereich ausma-
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chen und für die Phagozytose von Mikroorganismen, Schwebestäuben und 
überflüssigem Surfactant verantwortlich sind. Als weitere Immunzellen finden 
sich im Bindegewebe der Alveolarsepten Leukozyten, Plasmazellen und Mast-
zellen (Junqueira und Carneiro 2004). Erst kürzlich wurde beschrieben, dass 
es auch in der Lunge eine große Anzahl von residenten T-Gedächtniszellen 
gibt, die vorwiegend spezifisch für Antigene sind, die typischerweise im respi-
ratorischen Schleim auftreten. So konnte gezeigt werden, dass in der Lunge 
auch influenzaantigenspezifische T-Gedächtniszellen vorhanden sein können, 
die eine schnelle Reaktion auf eine Influenzavirusinfektion ermöglichen 
(Purwar et al. 2011). 
1.5 Fragestellung der vorliegenden Arbeit 
Influenza-A-Viren lösen beim Menschen jährliche Epidemien und gelegentlich 
Pandemien aus. Pandemien werden durch Viren verursacht, die ein HA-Protein 
besitzen gegen das die Bevölkerung keine Immunität besitzt. So trugen die 
Viren der Pandemien von 1918 (Spanische Grippe), 1957 (Asiatische Grippe) 
und 1968 (Hong Kong Grippe) HA-Proteine aviären Ursprungs. Die meisten 
aviären Viren replizieren im Menschen nur ineffizient (Beare und Webster 
1991) und nur selten werden direkte Übertragungen vom Vogel auf den Men-
schen beobachtet. Aufgrund des Beitrages aviärer Viren zur Entstehung einer 
Pandemie, ist es für ein verbessertes Risikomanagement wichtig die Faktoren 
bzw. entsprechende Mutationen in diesen Faktoren zu kennen, welche es ei-
nem aviären oder porzinen Virus ermöglichen sich in der humanen Population 
zu etablieren. Ein wesentlicher Unterschied zwischen aviären und human-
pathogenen Viren besteht hinsichtlich ihrer Rezeptorpräferenz. Während das 
aviäre HA präferentiell an SAα-2,3Gal bindet, binden humane HAs an SAα-
2,6Gal. Da jedoch gezeigt werden konnte, dass beide Rezeptoren im humanen 
Respirationstrakt exprimiert sind und zudem H5N1-Viren mit aviären Rezep-
torbindungseigenschaften im Menschen replizieren, können Unterschiede in 
der Rezeptorpräferenz nicht alleinig für die Speziesbarriere verantwortlich sein 
(Shinya et al. 2006, van Riel et al. 2006, Matrosovich et al. 1999). Des Weite-
ren konnten u. a. Mutationen in PB2 (627 Glu  Lys) mit einer erhöhten Po-
lymeraseaktivität in Säugerzellen und einer erhöhten Virulenz in Mäusen in 
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Verbindung gebracht werden (Shinya et al. 2004, Hatta et al. 2001). Dennoch 
zeigen auch aviäre H5N1-Viren ohne diese Mutation eine erhöhte Virulenz in 
Frettchen (Maines et al. 2005). Daher lässt sich die Restriktion aviärer Viren 
nicht nur durch diese Adaptationen in HA und PB2 erklären.  
Für bisherige Studien wurden meist Zellkulturen oder Mausmodelle verwende-
ten, die jedoch nur bedingt für Untersuchungen zur Speziesbarriere geeignet 
sind. So gehören Mäuse nicht zu den natürlichen Wirten der Influenzaviren, 
exprimieren im Gegensatz zum Menschen hauptsächlich SAα-2,3Gal im Respi-
rationstrakt (Ito et al. 1998) und sind für viele humanpathogene Influenzavi-
ren ohne vorhergehende Adaptation nicht empfänglich. Dagegen bestehen 
Zellkulturen aus genetisch identischen Zellen und geben daher nur sehr be-
grenzt den humanen Respirationstrakt mit seiner dreidimensionalen Struktur 
und den verschiedenen Zelltypen wieder. Gerade die komplexen Interaktionen 
der verschiedenen Zelltypen könnten zum Verlauf einer Influenzavirusinfektion 
entscheidend beitragen und es wurden bereits Unterschiede im Zelltropismus 
von aviären und humanen Viren in humanen rekonstituierten Epithelien be-
schrieben (Matrosovich et al. 2004). Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher in 
Kooperation mit der Charité und dem HELIOS-Klinikum ein humanes Lungen-
kulturmodell etabliert werden, welches die Untersuchung einer Influenzaviru-
sinfektion in der komplexen Struktur der humanen Lunge mit ihren verschie-
denen Zelltypen und Zell-Zell-Interaktionen ermöglicht. Mit Hilfe dieses 
humanen Lungenmodells sollten weitere Faktoren der Wirtsspezifität und Viru-
lenz durch einen systematischen Vergleich aviärer, porziner und humanpatho-
gener Virusstämme untersucht werden. Dazu sollten auf der einen Seite 
Merkmale der Virusinfektion (Replikation, Proteinexpression und –lokalisation 
und Zelltropismus) und auf der anderen Seite die Wirtsantwort auf die virale 
Infektion (Cytokininduktion, Genexpression) untersucht und diese mit den 
viralen Merkmalen korreliert werden. Diese Untersuchungen sollten sowohl im 
Lungenmodell als auch vergleichend dazu in primären Zellen und verschiede-
nen Zellkultursystemen des humanen Respirationstraktes durchgeführt wer-
den. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
1,5 ml Reaktionsgefäße  Sarstedt, Nümbrecht 
15 ml Röhrchen  Roth, Karlsruhe 
50 ml Röhrchen  TPP, Schweiz 
Acrylamid (Rotiphorese)  Roth, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat (APS)  Roth, Karlsruhe 
Amphotericin B  Gibco, Karlsruhe 
Ampicillin  Roche, Mannheim 
Avicel RC-581  FMC BioPolymer, Belgien 
β-Mercaptoethanol  Roth, Karlsruhe 
BEGM SingleQuots®  Lonza, Walkersville, USA 
Bleinitrat  Merck, Darmstadt 
Borsäure  Roth, Karlsruhe 
BPE („bovine pituitary extract”)  Gibco, Karlsruhe 
Bruteier (VALO SPF-Eier)  Lohmann, Cuxhaven 
Bromphenolblau  Sigma, Steinheim 
Bovines Serum Albumin 30% (BSA)  PAA Laboratories, Linz, Österreich 
Bovines Albumin (BA) Fraktion V  Roth, Karlsruhe 
Medium für bronchiale Epithelzellen 
(BEBM®) 
 Lonza, Walkersville, USA 
Calciumchlorid (CaCl2)  Merck, Darmstadt 
CL-XPosureTM Film  Thermo Scientific, Rockford, USA 
Coomassie Brilliant Blue R250  Roth, Karlsruhe 
DEAE-Dextran  Sigma, Steinheim 
Dimethylsulfoxid  Sigma, Steinheim 
Dithiothreitol (DTT)  Roth, Karlsruhe 
Dulbeccos Modified Eagle Medium 
(DMEM) 
 MP, Biomedicals, LLC 
Dulbeccos Modified Eagle Medium 
w/o Met, Cys 
 MP, Biomedicals, LLC 
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DMSO (Dimethylsulfoxid)  Sima-Aldrich, Steinheim 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)  Merck, Darmstadt 
EGF („epidermal growth factor“)  Gibco, Karlsruhe 
Einwegspritzen  Roth, Karlsruhe 
Epon  Serva, Heidelberg 
Essigsäure  Roth, Karlsruhe 
Ethanol  Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid  Roth, Karlsruhe 
Ethylendinitrilotetraessigsäure 
(EDTA) 
 Merck, Darmstadt 
FACS-Röhrchen  Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe 
Fastprep Lysing Matrix D Caps  MP, Biomedicals, Inc.,Frankreich 
Formaldehyd 10% (Methanol-frei)  Polysciences, Inc., USA 
Formaldehyd 37%  Roth, Karlsruhe 
Fötales Kälberserum (FKS)  Biochrom, Cambridge, GB 
Glukose  Roth, Karlsruhe 
L-Glutamin  Roth, Karlsruhe 
Glutaraldehyd  TAAB, Berkshire, UK 
Glyzerol  Roth, Karlsruhe 
Glyzin  Roth, Karlsruhe 
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solu-
tion) Bio Whittaker 
 Lonza, Walkersville, USA 
HEPES  Roth, Karlsruhe 
HiPerfect  Qiagen, Hilden 
IFN-α, rekombinant  PBL InterferonSource, Piscataway, 
USA 
IGEPAL CA-830 Fluka  Sigma, Steinheim 
Isopropanol  Roth, Karlsruhe 
Keratinozytenmedium  Gibco, Karlsruhe 
Kaliumchlorid (KCl)  Merck, Darmstadt 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)  Merck, Darmstadt 
Kristallviolett Fluka  Sigma, Steinheim 
Magnesiumchlorid (MgCl2)  Roth, Karlsruhe 
Methanol  Roth, Karlsruhe 
L-[35S]-Methionin/Cystein  Hartmann, Berlin 
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Mikrotiterplatten MaxiSorp  Nunc, Roskilde, Dänemark 
Milchpulver  Roth, Karlsruhe 
Minimal Essential Medium (MEM)  Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe 
Mowiol 4-88  Calbiochem, Bad Soden 
Natriumacetat (NaAc)  Roth, Karlsruhe 
Natriumazid (NaN3)  Merck, Darmstadt 
Natriumcarbonat (Na2CO3)  Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid (NaCl)  Roth, Karlsruhe 
Natriumcitrat  Merck, Darmstadt 
Natriumdesoxycholat  Roth, Karlsruhe 
Natriumdihydrogenphosphat 
(NaH2PO4) 
 Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS)  Serva, Heidelberg 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)  Merck, Darmstadt 
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid (NaOH)  Roth, Karlsruhe 
Natriumpyruvat für Zellkultur  PAA, Linz, Österreich 
Natriumvanadat (NaVO4)  Sigma, Steinheim 
Nichtessentielle Aminosäuren, Lö-
sung für die Zellkultur 
 PAA, Linz, Österreich 
Nitrozellulose Transfer-Membran 
(Protran) 
 Schleicher & Schuell, Dassel 
Opti PRO SFM ohne Glutamin  Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe 
OsO4  Koch-Light Laboratories Ltd., UK 
Parafilm  
American National Can, Chicago, 
USA 
Paraformaldehyd  Roth, Karlsruhe 
Pefabloc  Roth, Karlsruhe 
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)  Invitrogen, Karlsruhe 
Pipetten für die Zellkultur  Roth, Karlsruhe 
Ponceau S  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Protein-Assay zur Protein-
konzentrationsbestimmung 
 BioRad, München 
Protein-Molekulargewichtsstandard  Fermentas, St. Leon-Rot 
Retinolsäure  Gibco, Karlsruhe 
RPMI 1640  Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe 
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RPMI 1640 w/o Met, Cys  MP Biomedicals, LLC 
Salzsäure (HCl)  Roth, Karlsruhe 
Saponin Fluka  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Schwefelsäure  Merck, Darmstadt 
SuperSignal WestDura Extended Du-
ration Substrat 
 Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe 
Substrate Solution (A+B)  BD, Franklin Lakes, USA 
Tannin  Mallinckrodt, Phillipsburg, USA 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 
 Serva, Heidelberg 
TNBP (Tri-n-butylphosphat)  Merck, Darmstadt 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan   Roth, Karlsruhe 
Triton-X100  Serva, Heidelberg 
Trypsin/EDTA  Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin/EDTA Clonetics®  Lonza, Walkersville, USA 
Trypsin (TPCK behandelt)  Sigma, Steinheim 
Trypsin Neutralizing Solution (TNS)  Lonza, Walkersville, USA 
Trypton  Difco, Heidelberg 
Tween-20  Roth, Karlsruhe 
Uranylacetat  Merck, Darmstadt 
Zellkulturflaschen  Nunc, Roskilde, Dänemark 
Zellkulturflaschen und -schalen  TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zellkulturschalen  Greiner, Solingen 
Zellschaber  TPP, Trasadingen, Schweiz 
2.1.2 Verwendete Zellen 
A549-Zellen Humane alveolare Lungenkarzinomepithelzelllinie (ATCC) 
BEAS-2B-(B2B-)Zellen Humane Bronchioepithelzelllinie, SV40 transformiert 
(ATCC CRL-9609) 
Calu-3-Zellen Humane adenokarzinome Zelllinie (ATCC HTB-55) 
Detroit-Zellen Humane pharyngeale Epithelzelllinie (ATCC CCL-138) 
MDCK-Zellen  Epithelzelllinie aus der Niere eines Hundes (ATCC) 
NHBE-Zellen Primäre humane Bronchioepithelzellen (Lonza) 
Vero-Zellen Epithelzelllinie aus der Niere einer Grünen Meerkatze; 
serumfrei (AVIR GreenHills Biotechnology, Österreich) 
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2.1.3 Humane Lungenkulturen 
Humane Lungenkulturen wurden aus tumorfreiem Lungengewebe, das im 
Rahmen von Operationen am Helios-Klinikum in Berlin entnommen wurde, 
gewonnen. Von allen Patienten lagen schriftliche Einverständniserklärungen 
vor und die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité genehmigt. Bei 
dem Lungengewebe handelte es sich überwiegend um alveoläres Gewebe aus 
dem unteren Lungenlappen. 
2.1.4 Verwendete Influenzavirusstämme 
Pan/99 - A/Panama/2007/1999 (H3N2) FG17, RKI, Berlin 
PanΔNS1 - A/PanamaNS1/2007/1999 (H3N2) FG17, RKI, Berlin 
NC/99 - A/New Caledonia/20/1999 (H1N1) FG17, RKI, Berlin 
Bay/09 - A/Bayern/63/2009 (H1N1 pdm) FG17, RKI, Berlin 
HH/09 - A/Hamburg/4/2009 (H1N1 pdm) FG17, RKI, Berlin 
Thai/04 - A/Thailand/1 (Kan-1)/2004 (H5N1) FG17, RKI, Berlin 
Dk/Alb - A/duck/Alberta/60/76 (H12N5) FG17, RKI, Berlin 
Sw/Wis - A/swine/Wisconsin/1/67 (H1N1) FG17, RKI, Berlin 
2.1.5 Antikörper 
       Tab. 2.1: Übersicht der verwendeten primären Antikörper. 
Primäre Antikörper 
Verdünnung Bezeichnung Spezies, Eigenschaft 
WB IF FACS 
Hersteller 
α-Influenza A/NP Maus, monoklonal 1:1000 1:1000 1:500 Serotec 
α-Influenza A/M Maus, monoklonal 1:1000 1:50 - Serotec 
α-Influenza A/NS1 Kaninchen, polyklonal 1:3000 1:1000 - BioGenes 
α-Influenza A/NS2 Kaninchen, polyklonal - 1:500 - BioGenes 
α-β-Aktin Maus, monoklonal 1:10000 - - Sigma 
α-ISG15 Kaninchen, polyklonal 1:750 1:1000 1:1000 BioGenes 
α-MxA Maus, monoklonal - 1:200 - Flohr et al. 1999 
α-HA (H3) Maus, monoklonal 1:1000 - - Abcam 
α-HA (H12) Maus, monoklonal 1:1000 - - Immune Technology 
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     Tab. 2.2: Übersicht der verwendeten sekundären Antikörper. 
Sekundäre Antikörper 
Verdünnung Bezeichnung Spezies, Eigenschaft 
WB IF FACS 
Hersteller 
α-Kaninchen-HRP Schwein, polyklonal 1:20000 - - Dako 
α-Maus-HRP Kaninchen, polyklonal 1:20000 - - Dako 
α-Kaninchen-Alexa488 Ziege, polyklonal  - 1:1000 1:1000 Invitrogen 
α-Maus-Alexa594 Ziege, polyklonal - 1:1000 - Invitrogen 
α-Maus-Cy5 gekoppelt mir FluoroLinkTM - - 1:500 Amersham 
α-Maus-IRDye 600 Ziege, polyklonal - 1:10000 - Li-Cor 
 
   Tab. 2.3: Übersicht der verwendeten Lektine, Farbstoffe und Substrate. 
Lektine, Farbstoffe, Substrate 
Verdünnung Bezeichnung 
WB IF FACS 
Hersteller 
MAL-PE - - 1:25 VectorLabs 
SNL-FITC - - 1:50 VectorLabs 
Isotyp-FITC - - 1:50 VectorLabs 
PE - - 1:100 VectorLabs 
DAPI - 1:20000     - Roth 
2.1.6 Kits 
IFN-α ELISA PBL InterferonSource, Piscataway, USA 
IFN-β ELISA FUJIREBIO Inc., Tokyo, Japan 
ELISA OptEIATM (IL-6, IL-8, IL-1β) BD, Franklin Lakes, USA 
Zytokin-Multiplex-ELISA Panomics, Vignate, Italien 
BCA-Proteinassay (Pierce) Thermo Scientific, Rockford, USA  
2.1.7 Zell- und Lungenkulturmedien 
2.1.7.1 Medien für A549-, Detroit- und MDCK-Zellen 
Kulturmedium DMEM bzw. MEM  
 FKS 10% 
 Glutamin 2 mM 
 Pen/Strep 100 µg(U)/ml 
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Infektionsmedium DMEM bzw. MEM  
 BSA 0,2% 
 Glutamin 2 mM 
 Pen/Strep 100 µg(U)/ml 
 
Avicel-Overlay 
2,5% Avicel RC-581 Pulver in H2O bidest 1 h bei RT auf Magnetrührer lösen und auto-
klavieren (121°C, 20 min) 
1:1 mit 2x MEM mischen 
 BSA  0,2% 
 NaHCO3 0,05% 
 Dextran 0,05% 
 TPCK-Trypsin 1 µg/ml 
 
Oxoidagar-Overlay  für 36 ml: 
 2x MEM 17 ml 
 H2O 8 ml 
 BSA 0,2% 
 NaHCO3 0,05% 
 Dextran 0,05% 
 2% Oxoidagar 10 ml 
 TPCK-Trypsin 1 µg/ml 
2.1.7.2 Medien für B2B-Zellen 
Coatinglösung 
 Fibronektin 50 ng/ml 
 Vitronektin 50 ng/ml 
 BSA 0,01% 
   
Kulturmedium = Infektionsmedium Keratinozytenmedium 500 ml 
 Penicillin 100 U/ml 
 Streptomycin 0,1 µg/ml 
 Glutamin 2 mM 
 Epinephrin 0,5 µg/ml 
 EGF 5 ng/ml 
 BPE 5 µg/ml 
 Retinolsäure (1 mg/ml) 50 µl 
 Amphotericin B 5 µg/ml 
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2.1.7.3 Medien für Calu-3-Zellen 
Kulturmedium MEM  
 FKS 15% 
 Glutamin 2 mM 
 Nichtessentielle AS 0,1 mM 
 Na-Pyruvat 1 mM 
 Pen/Strep 100 µg(U)/ml 
 
Infektionsmedium MEM  
 BSA 0,3% 
 Glutamin 2 mM 
 Nichtessentielle AS 0,1 mM 
 Na-Pyruvat 1 mM 
 Pen/Strep 100 µg(U)/ml 
 
2.1.7.4 Medien für Vero-Zellen 
Kulturmedium = Infektionsmedium OptiPro SFM  
 Glutamin 4 mM 
 Pen/Strep 100 µg(U)/ml 
 
2.1.7.5 Medien für NHBE-Zellen 
Kulturmedium = Infektionsmedium BEBM®+ BEGM SingleQuots (BPE, Hydrocorti 
son, hEGF, Epinephrin, Insulin, Triiodothy-
ronin, Transferrin, Gentamycin/ Amphotericin 
B, Retinolsäure) 
 
2.1.7.6 Medien für humane Lungenkulturen 
Kulturmedium = Infektionsmedium RPMI   
 BSA 0,3% 
 Glutamin 2 mM 
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2.1.8 Puffer und Lösungen 
PBS NaCl 137 mM  
 KCl 2,7 mM 
 Na2HPO4 80,9 mM 
 KH2 PO4 1,5 mM 
 
PBS++ PBS  
 BSA 0,2% 
 MgCl2 0,1 g/l 
 CaCl2 0,13 g/l 
 
FACS-Puffer PBS  
 BSA 0,5% 
 NaN3, pH 7,4 0,02% 
 
Saponinpuffer FACS-Puffer  
 Saponin 0,33%, filtriert 
 
Kristalviolettlösung 
1:10 mit 4% Formaldehyd/PBS verdünnte 10x Stocklösung aus 
 Ethanol  20% (v/v) 
 Kristallviolett 1% (w/v) 
 
Zelllysispuffer Tris, pH 7,5 50 mM  
 NaCl 150 mM  
 IGEPAL 1% (v/v) 
 EDTA  1 mM  
 Na3VO4 1 mM  
 Pefabloc  1 mM 
   
10x SDS-Elektrophoresepuffer Tris 250 mM 
 Glycin 1,92 M 
 SDS 10 g/l 
   
6x SDS-Probenpuffer 0,5 M Tris-HCl,pH 6,8 9,8 ml 
 1 M Tris-HCl, pH 7,5 1,2 ml 
 1 M HCl 0,4 ml 
 SDS  1,7 g 
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 0,5 M EDTA 0,5 ml 
 Glyzerin 5 ml 
 Bromphenolblau  Spatelspitze 
 β-Mercaptoethanol  8% (v/v) 
   
2x SDS-Probenpuffer H2O 1,2 ml  
 0,5 M Tris-HCl,pH 6,8  8,3 ml  
 10% SDS (w/v)  6 ml 
 Glycerin  1,5 ml  
 Bromphenolblau 9 mg/ml  
 ß-Mercapoethanol  5% 
   
Fixierlösung Ethanol 30%  
 Essigsäure  10% 
   
Semidry-Blotpuffer Tris 48 mM 
 Glyzin 30 mM 
 SDS 1,3 mM 
 Methanol 20% (v/v) 
   
10x TBST Tris-HCl, pH 8,0 100 mM 
 NaCl 1,5 M  
 Tween 20 0,5% (v/v) 
   
Mowiol  Mowiol 4-88  2,4 g  
 Glycerol  6 ml  
 dH2O  6 ml 
 - über Nacht quellen lassen, dann 12 ml 0,2 M Tris pH 8,5 hinzufügen  
 - rührend auf 50-60°C erhitzen; 15 min bei 4000 rpm zentrifugieren  
 - zum Überstand 10% (w/v) DABCO; Aliquots bei -20°C lagern  
 
Coatingpuffer (0,1 M Natriumcarbonat) 
 NaHCO3 7,13 g 
 Na2CO3 1,59 g   
 Ad 1 l  H2O, pH 9,5 mit 10 N NaOH einstellen 
   
Assayverdünngspuffer PBS mit 10% FKS 
Waschpuffer PBS mit 0,05% Tween 20 
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2.1.9 Geräte 
LSM 510 Zeiss, Jena 
Elektrophoresezubehör BioRad, München  
Eppendorf Thermomixer Eppendorf, Hamburg 
FACS-Calibur  BD, Franklin Lakes, USA  
FastPrep®-24 (Homogenisator) MP Biomedicals, Inc., Frankreich 
Immunfluoreszenz-Mikroskop Diaphot 300 Nikon, Düsseldorf 
Laminar Airflow HERAsafe Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe 
Luminex100 BioRad, München 
MS2 Minishaker IKA, Staufen  
Nikon Eclipse TS100 Nikon, Düsseldorf 
Odyssey-Scanner LI-COR biosciences, Nebraska, USA 
Phero-Temp 40 (Geltrockner) BioTec-Fischer 
Power Pac 200 und 300 BioRad, München  
“slow-scan charge-coupled-device camera” Pro Scan, Lagerlechfeld 
SPOT RT Digitalkamera Diagnostic Instruments, S.H., USA 
TECAN GENios Pro TECAN, Crailsheim 
TEM 902 (Transmissionaelektronenmikroskop) Carls Zeiss SMT AG, Jena 
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell BioRad, München  
Transilluminator INTAS, Göttingen 
Ultracut S Leica, Wetzlar 
Ultrazentrifuge TL-100 mit Rotor TLA-55 Beckman, Krefeld 
Zellkulturschrank Sanyo/EWALD, Bad Nenndorf  
Zellkulturschrank NuAIRE Varolab, Gießen 
Zentrifuge 5417 R  Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge Multifuge 1SR Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe 
Zentrifuge Pico 17 Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe 
Zentrifuge RC5C mit den Rotoren SS-34 u. GSA  Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe  
2.1.10 Software 
Adobe Photoshop CS3 extended  Bildbearbeitung 
Adobe Acrobat Professional 9 Textverarbeitung 
AIDA Image Analyzer v.4.18 Bildbearbeitung 
Bioplex Manager 4.0 Multiplexmessung und Auswertung 
CellQuest FACS-Messung 
Endnote X4 Referenzverwaltung 
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FlowJo 8.8.4 FACS-Auswertung 
GraphPad Prism 5 Tabellenkalkulation, Statistik 
Lasergene 8  Sequenzauswertung 
LSM Image Browser 3.5 cLSM Messung und Auswertung 
Magellan ELISA-Messung 
Microsoft Office 2003 Tabellenkalkulation, Textverarbei-
tung 
2.2 Methoden 
2.2.1 Zell- und Lungenkultur 
Alle Zell- und Lungenkulturarbeiten fanden unter sterilen Bedingungen statt. 
Vor der Verwendung wurden alle Medien und Zusätze auf 37°C vorgewärmt. 
Die Zell- und Lungenkulturen wurden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
2.2.1.1 Kultur permanenter Zelllinien 
Die Kultivierung der A549- und Detroit-Zellen erfolgte in Kultur-DMEM. MDCK- 
und Calu-3-Zellen wurden in Kultur-MEM, Vero-Zellen in OptiPro-Medium und 
B2B-Zellen in Keratinozytenmedium kultiviert. Die Zusammensetzung der ein-
zelnen Medien ist im Abschnitt 2.1.6 beschrieben.  
Alle Zellen wurden in T75 Zellkulturflaschen mit 13 ml Medium kultiviert und 
umgesetzt sobald sie ~ 95% konfluent waren. Dazu wurde das Medium abge-
nommen, die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und mit Hilfe von 1 ml 
Trypsin (2 ml für MDCK-Zellen) bei 37°C abgelöst. Die abgelösten Zellen wur-
den in 10 ml Medium aufgenommen und entsprechend umgesetzt. Für die 
B2B-Zellen wurden die neuen Flaschen vor dem Umsetzen für 30 min bei RT 
mit Coatinglösung inkubiert um ein besseres Anheften der Zellen am Boden zu 
ermöglichen. 
2.2.1.2 Kultur primärer NHBE-Zellen 
Für alle Versuche wurden nur NHBE-Zellen der 2. Passage verwendet. Zellen 
der Passage 1 wurden aufgetaut und in einer T75 Zellkulturflasche mit 13 ml 
BEGM inkubiert. Das Medium wurde alle zwei bis drei Tage erneuert und die 
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Zellen für etwa sieben bis neun Tage kultiviert. Anschließend wurden die Zel-
len laut Herstellerangaben abtrypsiniert, abzentrifugiert und direkt in 12-well 
Platten ausgesät (40.000 pro well) und für weitere 10 bis 12 Tage bis zur völ-
ligen Konfluenz kultiviert. Dabei wurde das Medium alle zwei bis drei Tage er-
neuert. 
2.2.1.3 Präparation und Kultur des Lungengewebes 
Das humane Lungengewebe wurde in RPMI-Medium auf Eis direkt vom Opera-
tionssaal zu unseren Kooperationspartnern an der Charité transportiert und im 
Anschluss direkt präpariert. Das Gewebe wurde zunächst mit einem Skalpell 
in etwa 3 mm dicke Scheiben geschnitten und anschließend mit Hilfe einer 8 
mm Biopsiestanze in kleine Stücke (~ 3 x 8 x 8, ~ 100 mg) geschnitten. Die 
Gewebestücke wurden gewaschen und in 24-well Platten mit 1,5 ml RPMI-
Medium ÜN inkubiert.  
2.2.2 Arbeiten mit Influenzaviren 
2.2.2.1 Infektion humaner Zellen und Lungenkulturen 
Alle Experimente mit H5N1-Viren wurden unter L3-Laborbedingungen durch-
geführt. Für die Infektion wurden 80 – 95% konfluente Zellen verwendet. Die-
se wurden zunächst zweimal mit PBS gewaschen, dann mit der Virusverdün-
nung für 45 min bei RT inkubiert und alle 10 min geschwenkt. Die 
Virusverdünnungen erfolgten in PBS++ (150 µl im 12-well), wobei die einge-
setzte Menge infektiöser Partikel pro Zelle als Multiplizität der Infektion (moi) 
angegeben wurde. Das einzusetzende Virusvolumen ergibt sich für eine moi 
von x wie folgt: 
   µl Virusstock Volumen 1000pfu/ml VirustiterZellzahl  x            
Nach der 45-minütigen Inkubation wurden die Zellen zweimal mit PBS gewa-
schen und anschließend in Infektionsmedium kultiviert. Da die HA-Proteine 
mit monobasischer Spaltstelle von speziellen Proteasen gespalten werden 
können, die von den meisten Zelllinien nicht exprimiert werden, wurde dem 
Infektionsmedium wie folgt TPCK-Trypsin zugesetzt: 
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Tab. 2.4: Verwendete Mengen TPCK-Trypsin im Infektionsmedium. 
Zellen MDCK Vero Detroit Calu-3 B2B A549 NHBE Lungenmodell 
Trypsin [µg/ml] 1 0,5 0,2 0 1 0,2 0 0 
 
Für die Analyse der Virusvermehrung wurde zu den entsprechenden Zeitpunk-
ten maximal 10% des Überstandes abgenommen und durch frisches Infekti-
onsmedium ersetzt. Alle Überstände wurden durch Zentrifugation bei 2500 
rpm für 5 min von möglichem Zelldebris befreit und anschließend der Über-
stand sofort verarbeitet oder bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 
Die Infektion der primären NHBE-Zellen erfolgte analog zu den Zellkulturen 
mit den Ausnahmen, dass die Virusverdünnung in BEGM und die Inkubation 
mit der Viruslösung bei 37°C erfolgten. 
Für die Infektion der Lungenkulturen wurden diese zunächst dreimal mit PBS 
gewaschen und dann für 1 h bei RT soweit nicht anders angegeben mit 4x105 
pfu der Viren (verdünnt in RPMI-Medium, Gesamtvolumen 500 µl) auf einem 
Schwenker inkubiert. Die Lungenstücke wurden anschließend zweimal mit PBS 
gewaschen und in 1,5 ml RPMI-Medium bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 
2.2.2.2 Virusanzucht im Hühnerei, auf Vero- und MDCK-Zellen 
Die Virusanzucht des aviären (Dk/Alb) und des porzinen (Sw/Wis) Virus er-
folgte im emryonierten Hühnerei, die Viren Pan/99 sowie PanΔNS1 wurden auf 
Vero-Zellen, Thai/04, NC/99 sowie die pandemischen H1N1-Viren auf MDCK-
Zellen angezogen. 
Für die Herstellung der Virusstocks in embryonierten Hühnereiern wurden die 
Eier desinfiziert und anschließend mit Hilfe einer braunen Kanüle 1000 bis 
2000 pfu in PBS++ (in 100 µl) in die Allantoishöhle injiziert. Das Einstichloch 
wurde mit Ponal Holzkleber verschlossen und die Eier bei 37°C im Brutschrank 
inkubiert. Nach zwei Tagen wurden die Eier ÜN zu 4°C gestellt, am nächsten 
Tag die Eierschale über der Allantoishöhle vorsichtig entfernt und die virus-
enthaltende Allantoisflüssigkeit mit Hilfe einer 10 ml Pipette abgenommen. 
Allantoisflüssigkeiten die eine hohe Anzahl von Viruspartikeln enthielten wur-
den zentrifugiert, vereint und aliquotiert bei -80°C gelagert. 
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Für die Herstellung der Virusstocks in Zellkulturen wurden in T75 Flaschen 
ausgesäte Zellen mit einer moi von 0.001 infiziert (s. 2.2.2.1). Zellkulturüber-
stände wurden nach 48 h abgenommen, zentrifugiert und aliquotiert bei  
-80°C weggefroren. 
2.2.2.3 Virustiterbestimmung mittels Plaquetest 
Mit Hilfe des Plaquetestes ist es möglich, die Anzahl infektiöser Influenzavi-
ruspartikel in einer Viruslösung zu bestimmen. Der hierbei bestimmte Titer 
wird als plaquebildende Einheit („plaque forming unit“ (pfu)) angegeben. 
Für die Plaquetests wurden in 12-well Platten ausgesäte MDCK-Zellen mit Ver-
dünnungsreihen (1:10, z. B von 10-1 bis 10-6) der zu untersuchenden Viruslö-
sung infiziert (s. 2.2.2.1) und anschließend mit Avicelmedium (s. 2.2.2.3.1) 
oder Oxoidagar (s. 2.2.2.3.2) inkubiert. 
2.2.2.3.1 Plaquetest mittels Avicelmedium 
Nach der Infektion wurden die Zellen mit Avicelmedium (Zusammensetzung s. 
2.1.6) überschichtet. Die Avicelpartikel setzten sich auf den infizierten Zellen 
ab und verhindern die freie Diffusion neugebildeter Viruspartikel, so dass die-
se jeweils nur die anliegenden Zellen infizieren können und es bei ausreichen-
der Verdünnung der Viruslösung zur Bildung einzelner Plaques kommt. Zur 
Bestimmung der plaquebildenden Einheiten (pfu) wurde das Avicelmedium 48 
h nach der Infektion abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und die 
Plaques mit einer 0,1% Kristallviolett/ 10% Formaldehydlösung fixiert und 
visualisiert. Alternativ wurden für manche Experimente auch plaquebildende 
Einheiten per Immunfluoreszenzanalyse bestimmt. Hierfür wurden die infizier-
ten Zellen bereits 24 h nach der Infektion gewaschen, 20 min fixiert (4% 
Formaldehyd/PBS), 15 min permeabilisiert (0,25% Triton-X-100/PBS) und an-
schließend über eine NP-Immunfärbung sichtbar gemacht.  
2.2.2.3.2 Plaquetest mittels Oxoidagar 
Für die Bestimmung der Virustiter der pandemischen H1N1-Viren wurden die 
Platten nach der Infektion mit Oxoidagar überschichtet. Dafür wurde der 
Oxoidagar kurz in der Mikrowelle aufgekocht, anschließend bei 56 °C inkubiert 
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und erst kurz vor Gebrauch mit den restlichen Bestandteilen (s. 2.1.7.1) bei 
37°C vermischt und auf die Zellen gegeben. Nach dem Erhärten des Agars 
wurden die Zellen über Kopf für 48 h inkubiert, anschließend ÜN mit einer 
0,1% Kristallviolett/10% Formaldehydlösung bei RT fixiert und die Plaques 
sichtbar gemacht. 
2.2.2.4 Hämagglutinationstest (HA-Test) 
Mit Hilfe des HA-Testes können Viruskonzentrationen abgeschätzt und Rezep-
torbindungseigenschaften verschiedener Influenzaviren untersucht werden. 
Die von Hirst bereits 1941 publizierte Methode (Hirst 1941) basiert auf der 
Tatsache, dass das virale Oberflächenprotein HA an endständige Neuramin-
säuren auf (Hühner)erythrozyten binden und diese Quervernetzen (Agglutinie-
ren) kann. Mit diesem Test kann jedoch nicht zwischen infektiösen und nicht-
infektiösen Partikeln unterschieden werden, da er allein das Vorhandensein 
von HA-Proteinen anzeigt. 
Für den HA-Test wurden je 100 µl Viruslösung in die erste Vertiefung einer 96-
well Platte und ab der 2. Vertiefung 50 µl PBS vorgelegt. Anschließend wurden 
jeweils 50 µl zur Herstellung einer 1:2 Verdünnung pipettiert. Zu jeder Virus-
verdünnung wurden 50 µl einer 1%igen Hühnererythrozytenlösung pipettiert, 
gut vermischt und bei 4°C für 30 min inkubiert. Sind genug Viren vorhanden, 
kommt es zur Agglutination der Erythrozyten. Sind bei höheren Verdünnungen 
nicht mehr ausreichend Viren vorhanden, sinken die Erythrozyten zu Boden 
und werden als roter Punkt in der Vertiefung sichtbar. Der HA-Titer wird als 
HA-Unit (HAU) angegeben und entspricht dem reziproken Wert der Verdün-
nungsstufe bei der es noch zur Agglutination kommt. Um die Anzahl der Vi-
ruspartikel über die gemessenen HAU abzuschätzen, wurde folgende von Mar-
cus et al. postulierte Umrechnung von HAU zu sogenannten 
hämagglutinierenden Partikeln (HAP) benutzt (Marcus et al. 2009):  
  
      HAP/ml  105  HAU/ml  6 
Für die Untersuchung der Rezeptorbindung verschiedener Influenzaviren wer-
den Erythrozyten von Huhn, Pute und Pferd verwendet. Während Hühner- und 
Putenerythrozyten sowohl SAα-2,3Gal als auch SAα-2,6Gal auf ihrer Oberflä-
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che tragen, besitzen Pferdeerythrozyten fast ausschließlich SAα-2,3Gal. Damit 
können nur Viren, die aviäre Rezeptoren binden können, letztere agglutinie-
ren. Die HA-Tests mit Puten- und Pferdeerythrozyten wurden analog zu den 
beschriebenen Tests mit Hühnererythrozyten durchgeführt. Die verwendete 
Putenblutlösung war 0,5%ig. 
2.2.2.5 Plaquereinigen der Virusstämme 
Da natürliche Influenzavirusisolate häufig aus einer Mischpopulation bestehen, 
wurden die Virusisolate A/duck/Alberta/60/76 und A/swine/Wisconsin/1/67 
zunächst plaquegereinigt, um eine einheitliche Viruspopulation zu gewährleis-
ten. 
Dafür wurden MDCK-Zellen mit verschiedenen Verdünnungen der Virusstocks 
infiziert und anschließend mit Oxoidagar inkubiert (s. 2.2.2.1, 2.2.2.3.2). So-
bald deutliche einzelne Plaques sichtbar waren (nach 2-3 Tagen) wurden diese 
mit Hilfe einer abgeschnittenen 100 µl-Spitze gepickt. Die gepickten 
Agarstückchen wurden ÜN in PBS++ inkubiert und gelöst. Anschließend wurde 
davon eine 1:100 Verdünnung für die Infektion von embryonierten Hühnerei-
ern verwendet (s. 2.2.2.2).  
2.2.3 Zellbiologische Methoden 
2.2.3.1 FACS („Fluorescence activated cell sorting“)-Analyse 
Der Nachweis SAα-2,3Gal bzw. SAα-2,6Gal auf den Zelloberflächen sowie die 
Quantifizierung von ISG-15 erfolgte mittels direkter bzw. indirekter FACS-
Analyse. Hierfür wurden die Zellen zunächst abtrypsiniert, in FACS-Röhrchen 
überführt und zum Waschen bei 1000 rpm (5 min, 4°C) pelletiert, in 1 ml 
FACS-Puffer aufgenommen und nochmals pelletiert. Zum Nachweis SAα-
2,3Gal bzw. SAα-2,6Gal wurden die Zellen anschließend bei 4°C für 30 min 
mit biotinylierten Maackia amurensis (MAL) oder FITC-konjugiertem Sambu-
cus nigra Lektin (SNL) inkubiert. MAL wird aus Samen des Asiatischen Gelb-
holzes (Maackia amurensis) isoliert und bindet hauptsächlich an SAα-2,3Gal, 
während SNL, welches aus der inneren Rinde des schwarzen Holunders (Sam-
bucus nigra) gewonnen wird, an SAα-2,6Gal bindet. Nach der Inkubation wur-
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den die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen, die biotinylierten Proben mit PE-
gekoppelten Streptavidin für 30 min bei 4°C inkubiert und FL1 und FL2 in ei-
nem FACS Calibur gemessen. Als Kontrolle dienten Zellen, die analog mit ent-
sprechenden Isotypkontrollen inkubiert wurden. 
Zur Quantifizierung der intrazellulären Proteine ISG15 und NP wurden die Zel-
len zunächst mit 4% PFA ÜN auf Eis fixiert, gewaschen und anschließend für 
10 min mit 1 ml Saponinpuffer permeabilisiert. Die Inkubation mit dem primä-
ren Antikörper erfolgte in Saponinpuffer für 30 min bei RT. Nach einem 
Waschschritt mit 1 ml Saponinpuffer wurden die Zellen mit fluoreszenzgekop-
pelten sekundären Antikörpern weitere 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. 
Im Anschluss einmal mit 1 ml Saponinpuffer und einmal mit 1 ml FACS-Puffer 
gewaschen und die Floreszenzintensitäten im FACS Calibur bestimmt. Die 
verwendeten Lektine und Antikörper und deren Verdünnungen sind in Tab. 
2.1,  Tab. 2.2 und Tab. 2.3 angegeben. 
2.2.3.2 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse 
Der Nachweis und die Lokalisation viraler und zellulärer Proteine in infizierten 
Zellen erfolgten mittels der indirekten Immunfluoreszenz. Die auf Deckglä-
schen ausgesäten und infizierten Zellen wurden zu den entsprechenden Zeit-
punkten mit 2,5%iger Formaldehydlösung für 20 min fixiert, für 10 min mit 
0,2%iger Triton-X-100-Lösung permeabilisiert und anschließend für 1 h mit 
3% BSA geblockt. Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte für 1 
h bei RT in 3% BSA, gefolgt von drei Waschschritten mit PBS und einer 45-
minütigen Inkubation mit den entsprechenden fluoreszenzgekoppelten sekun-
dären Antikörpern bei RT im Dunkeln. Für die Anfärbung des Zellkerns wurden 
einige Proben zusätzlich mit DAPI inkubiert, welches zu der sekundären Anti-
körperlösung pipettiert wurde. Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen, kurz in H2O getaucht und mit Mowiol (7 µl) eingedeckelt. Die Visuali-
sierung der markierten viralen bzw. zellulären Proteine erfolgte mittels 
konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (cLSM). Die verwendeten Antikörper 
und deren Verdünnungen sind in Tab. 2.1 und  Tab. 2.2 angegeben. 
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2.2.3.3 Elektronenmikroskopie 
Für die Darstellung der Viren in A549-Zellen wurden diese mit einer moi von 5 
infiziert, nach 24 h der Überstand vorsichtig abgenommen und die Zellen für  
1 h bei RT in 4% Paraformaldehyd/ 0,05% Glutaraldehyd in HEPES 0,05 M 
fixiert. Die fixierten Proben wurden in 4% Paraformaldehyd in HEPES 0,05 M 
bei 4°C gelagert und anschließend von Gudrun Holland (ZBS4) für die elekt-
ronenmikroskopische Analyse aufbereitet. Die Proben wurden über eine auf-
steigende Alkoholreihe entwässert und in Lowicryl (HM20) eingebettet. Dafür 
wurde die sogenannte PLT-Technik („progressive lowering temperature“) an-
gewendet, d. h. die Proben wurden in 30% Ethanol (0,5% Uranylacetat) auf 
Eis, in 50% und 70% Ethanol bei -20°C und ab 95% Ethanol bei -35°C inku-
biert. Die Infiltration der Proben mit Gemischen aus Alkohol und Kunststoff 
sowie mit reinem flüssigem Kunststoff erfolgte bei -35°C. Anschließend wurde 
der Kunststoff mittels UV-Behandlung bei -35°C polymerisiert, Ultradünn-
schnitte (~ 70 nm) mit Hilfe eines Ultracut-S hergestellt und diese auf unbe-
filmte Nickelgrids (400 mesh) gezogen.  
Für die Darstellung der Viren in Lungenkulturen (~ 3 x 3 x 3 mm) wurden die-
se mit 1,5x107 bzw. 3,8x106 pfu (Pan/99 bzw. Dk/Alb) infiziert, nach 24 h der 
Überstand vorsichtig abgenommen, die Kulturen sofort in 2,5% Glutaraldehyd 
in HEPES-Puffer unter Schwenken 1 h bei RT fixiert, anschließend bei 4°C ge-
lagert und ebenfalls durch Gudrun Holland (ZBS4) für die elektronenmikro-
skopische Analyse aufbereitet. Die Proben wurden mit 1% OsO4 in dH2O für  
1 h nachfixiert, gefolgt von einer 30-minütigen Inkubation in 0,1% Tannin in 
HEPES 0,05 M und einer weiteren zweistündigen Inkubation in 2% Uranylace-
tat in dH2O. Die Proben wurden in einer seriellen Ethanolreihe dehydriert und 
in Epon eingebettet, welches im Anschluss bei 60°C für 48 h polymerisiert 
wurde. Dünnschnitte wurden mit Hilfe eines Ultramikrotoms hergestellt und 
auf spezielle Grids gezogen. 
Alle Schnitte wurden mit 2% Uranylacetat für 20 min und mit Bleiacetat für 3 
min gegengefärbt (Reynolds 1963). Die Schnitte wurden mit einem Transmis-
sionselektronenmikroskop (TEM 902) begutachtet und mit Hilfe einer Pro Scan 
Digitalkamera digitalisiert. 
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden 
2.2.4.1 Herstellung von Zelllysaten 
Zur Herstellung von Lysaten wurden die Zellen zunächst zweimal mit PBS 
(4°C) gewaschen und anschließend mit Lysispuffer 20 min auf Eis inkubiert. 
Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgekratzt, in ein Eppendorfgefäß 
überführt und nochmals 20 min bei 4°C inkubiert. Die Zelllysate wurden für 
10 min bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Überstand mit 6x SDS-
Probenpuffer versetzt und bei 4°C (bis 1 Woche) bzw. bei -20°C () gelagert. 
2.2.4.2 Herstellung von Lysaten aus Lungenkulturen 
Zur Herstellung von Lysaten aus Lungenkulturen wurden zu den bei -80°C 
gefrorenen Lungenstückchen Lysispuffer (500 µl/100 mg Gewebe) gegeben. 
Die Lungenstücke in Lysispuffer wurden in FastprepD-Tubes gefüllt und mit 
Hilfe eines Fastprep24 aufgeschlossen (3 x 60 s; 5 m/s). Nach dem Aufschluss 
wurden die Röhrchen für 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert, der Überstand 
abgenommen und in einem neuen Eppendorfgefäß nochmals bei 12.000 rpm 
für 10 min zentrifugiert. Der geklärte Überstand wurde abgenommen und die 
Proteinkonzentration mittels BCA-Proteinassay nach Herstellerangaben be-
stimmt. Anschließend wurde der Überstand mit 6x SDS-Probenpuffer versetzt 
und bei -20°C gelagert. 
2.2.4.3 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Mit Hilfe der denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) können Proteine anhand ihres Molekulargewichtes aufgetrennt werden 
(Lämmli 1970).  
Die Herstellung der Gele erfolgte mit Hilfe einer Mini-Protean3-
Gießvorrichtung (Biorad). Zunächst wurde das Trenngel (Zusammensetzung s. 
Tab. 2.5) zwischen zwei ethanolgereinigte Glasplatten (Abstand 0,75 oder 1,5 
mm) und nach dessen Polymerisation das Sammelgel gegossen. Die Taschen 
zur Probenbeladung wurden durch einen ins Sammelgel eingesetzten Kamm 
erzeugt. Die mit SDS-Probenpuffer versetzten Proben wurden 5 min bei 95°C 
aufgekocht und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei  
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25 mA pro Gel in einer vertikalen Laufapparatur, die mit 1x SDS-
Elektrophoresepuffer gefüllt war. 
  Tab. 2.5: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele. 
Zusammensetzung der SDS-Gele Trenngel Sammelgel 
 8% 12,5% 13% 5% 
30% Acrylamid/Bis (29:1) 2,7 ml 4,1 ml 4,3 ml 0,83 ml 
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml - 
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) - - - 1,25 ml 
H2O 4,6 ml 3,2 ml 3,0 ml    2,8 ml 
10% SDS 100 µl 100 µl 100 µl    50 µl 
10% APS 100 µl 100 µl 100 µl    50 µl 
TEMED 6 µl 6 µl 6 µl    6 µl 
 
2.2.4.4 Fixieren und Trocknen von SDS-Gelen 
Zur Detektion radioaktivmarkierter Proteine mittels Autoradiographie wurden 
die Gele zunächst fixiert und getrocknet. Die Fixierung erfolgte für 1 h bei RT 
in Fixierlösung. Im Anschluss wurde das Gel auf ein feuchtes Whatman-Papier 
gelegt, mit Folie abgedeckt und auf dem Phero-Temp 40 Geltrockner bei 75°C 
unter Vakuum 45 min getrocknet. 
2.2.4.5 Westernblotanalyse 
Die per SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels „semidry“-
Blotverfahren auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Dazu wurden drei 
Whatman-Papiere und die Nitrozellulosemembran in „semidry“-Blotpuffer 
äquilibriert und in die Blotapperatur gelegt. Das ebenfalls kurz in „semidry“-
Blotpuffer geschwenkte Gel wurde auf die Membran gelegt und anschließend 
mit wiederum drei „semidry“-Blotpuffer befeuchteten Whatman-Papieren 
überschichtet. Die Proteine wurden bei 80 mA pro Gel für 55 min (dünne 0,75 
mm Gele) oder 80 min (dicke 1,5 mm Gele) auf die Membran transferiert. Die 
Membran wurde nach dem Blotten in 3% fettfreiem Magermilchpulver in TBST 
geschwenkt, um unspezifische Bindungen zu blockieren. Anschließend erfolgte 
die Inkubation mit dem primären Antikörper in 0,5% Magermilchpulver/TBST 
(oder alternativ in 5% BSA/TBST) für 1-2 h bei RT oder ÜN bei 4°C. Nach 
dreimaligem Waschen mit TBST folgte die Inkubation mit dem entsprechenden 
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HRP-gekoppelten Sekundärantikörper in 0,5% Magermilchpulver/TBST für 1 h 
bei RT. Der Blot wurde anschließend gut mit TBST gewaschen und für 5 min 
mit dem HRP-Substrat inkubiert. Das erzeugte Chemolumineszenzsignal wur-
de mit Hilfe eines Röntgenfilmes detektiert. Die verwendeten Antikörper und 
deren Verdünnungen sind in Tab. 2.1 und  Tab. 2.2 angegeben.  
2.2.4.6 „Pulse labeling“ Experimente 
Um die in einer Zelle synthetisierten Proteine zu quantifizieren, wurden „pulse 
labeling“ Experimente durchgeführt. Dazu wurden A549-Zellen mit einer moi 
von 5 infiziert und für 6 bzw. 8 h bei 37°C inkubiert. 1 h vor dem Ende der 
Inkubationszeit wurden die Zellen mit Methionin- und Cystein-freiem Medium 
versetzt. Nach Ende der Inkubationszeit wurden dem Medium S35-markierte 
Methionin/Cystein (30 µCi / well) zugesetzt und die Zellen für weitere 30  min 
bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 
lysiert (s. 2.2.4.1). Die mit SDS-Probenpuffer versetzen Lysate wurden 
elektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.2.4.3), die Gele fixiert, getrocknet (s. 
2.2.4.4) und mittels Autoradiographie visualisiert. 
2.2.4.7 „Pulse chase“ Experimente 
Um virale Proteine in Viruspartikeln im Kulturüberstand nachzuweisen und zu 
quantifizieren wurden „pulse chase“ Experimente durchgeführt.  
Dafür wurden A549-Zellen bzw. Lungenkulturen mit einer großen Menge Virus 
infiziert (moi 5 bzw. 5x106 pfu). Bei den infizierten A549-Zellen wurde 2,5 h  
p. i. das Medium durch reduziertes Medium ohne Methionin und Cystein er-
setzt und die Zellen für eine weitere Stunde inkubiert bevor pro well 30 µCi 
S35-markiertes Methionin/Cystein zugesetzt wurden. Nach weiteren 4,5 h 
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, ÜN in Infektionsmedium inku-
biert und 24 h p. i. der virushaltige Überstand abgenommen und zentrifugiert 
(2500 rpm, 10 min). Der Überstand wurde anschließend bei 40.000 rpm für 
90 min ultrazentrifugiert (TL-100, Rotor TLA-55, Beckman) um die Viren zu 
pelletieren. Das Viruspellet wurde in 20 µl 2x SDS-Probenpuffer aufgenom-
men und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele wurden fixiert, getrocknet 
und mittels Autoradiographie visualisiert. 
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Bei den infizierten Lungenstücken wurde analog zu den A549-Zellen verfah-
ren, lediglich die Zeiten wurden wie folgt geändert: Das Medium wurde bereits 
1 h nach der Infektion auf Methionin- und Cystein-freies Medium gewechselt 
und nach weiteren 75 min die S35-markierten Proben dazugegeben. 
2.2.4.8 ELISA („Enzyme-linked immunosorbent assay“) 
Die Bestimmung der Konzentration an IFN-α, IFN-β, IL-1β, IL-6 und IL-8 im 
Überstand infizierter Zellen/Lungenkulturen erfolgte mittels kommerzieller 
„Sandwich“-ELISA. Dabei binden die vorhandenen Cytokine an spezifische An-
tikörper, mit denen der Boden einer 96-well Platte beschichtet ist. Nach der 
Antigenbindung wird ein weiterer Antikörper, der mit einer Meerrettichperoxi-
dase (HRP) kovalent verbunden ist und ebenfalls das Cytokin bindet, zugege-
ben. Die Menge der so gebildeten Antikörper-Cytokin-Antikörper-Komplexe 
wird durch die Zugabe eines chromogenen Substrates der HRP photometrisch 
bei 450 nm bestimmt.  
Alle ELISA wurden nach den entsprechenden Herstellerangaben durchgeführt. 
Da die Cytokinkonzentration in den Lungenkulturen sehr hoch war, wurden die 
Lungenkulturüberstände für die ELISA wie folgt verdünnt eingesetzt: IFN-α: 
1:3; IFN-β: 1:2; IL-1β: 1:10; IL-6: 1:500; IL-8: 1:5000. 
2.2.4.9 Multiplex-Cytokinassay 
Die Bestimmung der sekretierten Cytokine TNF-α, IP-10, IFN-γ, RANTES und 
MIP-1β im Überstand infizierter Zellen bzw. Lungenkulturen erfolgte mittels 
eines Multiplexassays. Im Gegensatz zu einem klassischen „Sandwich“-ELISA 
(s. 2.2.4.8) ermöglicht ein Multiplexassay das gleichzeitige Messen von bis zu 
100 Cytokinen in einem einzigen Testansatz. Dabei binden die vorhandenen 
Cytokine an entsprechende Antikörper, die an fluoreszenzmarkierte Partikel 
kovalent gebunden sind. Die gebundenen Antigene werden mit einem biotiny-
liertem Antiköper, der spezifisch ein anderes Epitop erkennt, inkubiert. Diese 
Antikörper-Cytokin-Antikörper Partikel werden durch die Zugabe von Strepta-
vidin-PE detektiert. Der Multiplexassay wurde entsprechend den Herstelleran-
gaben durchgeführt. Die Infektiösität der virushaltigen Proben wurde vor der 
Durchführung durch Inkubation mit 0,15% TNBP/ 0,5% Triton-X-100 für 1 h 
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bei 4°C inaktiviert. Die Zellkulturüberstände wurden unverdünnt eingesetzt, 
die Überstände der Lungenkulturen wurden 1:9 in 0,5% BSA/RPMI verdünnt. 
Die Messung und Auswertung erfolgte auf einer Luminex100-Plattform mit 
Hilfe der Bio-Plex ManagerTM Software. Für die Darstellung der Zellkulturdaten 
wurden klassische Balkendiagramme gewählt, während für die Darstellung der 
Lungenkulturdaten sogenannte „Scatter plots“ verwendet wurden, die die Va-
riationen zwischen einzelnen Patienten verdeutlichen. Dabei sind Werte ein-
zelner Patienten als Dreiecke und Mittelwerte aller Patienten als horizontale 
Linien dargestellt. 
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3 Ergebnisse 
Während die meisten aviären und porzinen Viren im humanen Respirations-
trakt stark restringiert sind, können sich saisonale, pandemische und hoch-
pathogene H5N1-Influenzaviren effizient vermehren und lösen daher Erkran-
kungen aus (Beare et al. 1972; Beare und Webster 1991; de Jong et al. 2006; 
Shieh et al. 2010). Obwohl häufig untersucht, fehlt immer noch ein vollständi-
ges Bild darüber, welche Faktoren die Speziesbarriere und die hohe Virulenz z. 
B. der hochpathogenen H5N1-Viren beeinflussen. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher aviäre (niedrig und hochpathogene), 
porzine und humanpathogene Virusstämme hinsichtlich ihres Infektionsverhal-
tens in humanen respiratorischen Zellen systematisch verglichen werden. Mit 
dem Auftreten der neuen Influenzapandemie 2009 wurden zudem die Patien-
tenisolate A/Bayern/63/09 und A/Hamburg/4/09 mit in die Studie einbezogen 
(Übersicht aller verwendeten Viren Tab. 3.1). 
      Tab. 3.1: Übersicht der verwendeten Viren. 
Name Subtyp  Abkürzung 
A/Panama/2007/1999 H3N2 saisonal Pan/99 
A/New Caledonia/20/1999 H1N1 saisonal NC/99 
A/Bayern/63/2009 H1N1 pandemisch Bay/09 
A/Hamburg/4/2009 H1N1 pandemisch HH/09 
A/Thailand/1(Kan-1)/2004 H5N1 hochpathogen Thai/04          
A/duck/Alberta/60/1976 H12N5 aviär Dk/Alb 
A/swine/Wisconsin/1/1967 H1N1 porzin Sw/Wis 
 
Um eine Untersuchung der Viren in authentischem humanem Lungengewebe 
vorzunehmen, wurde zunächst in enger Zusammenarbeit mit Anne Becher 
und Stefan Hippenstiel von der Med. Klinik m. S. Infektiologie und Pneumolo-
gie der Charité-Universitätsmedizin Berlin ein humanes Lungenkulturmodell 
etabliert (Abschnitt 3.1). Die Vermehrungsfähigkeit der verschiedenen Viren 
wurde in diesen humanen Lungenkulturen und vergleichend in verschiedenen 
humanen permanenten und primären Zellen untersucht (Abschnitt 3.3) und 
mit dem Vorhandensein der entsprechenden Rezeptoren auf diesen Zellen in 
Verbindung gebracht (Abschnitt 3.2). Anschließend wurde die Expression und 
Lokalisation der viralen Proteine in infizierten Zellen (Abschnitt 3.4) sowie das 
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Knospen der Viren von der Zelloberfläche untersucht (Abschnitt 3.5). Zuletzt 
wurde die Aktivierung von Abwehrreaktionen der angeborenen Immunität 
durch die verschiedenen Viren anhand ihrer Cytokininduktion analysiert (Ab-
schnitt 3.8) und der Zelltropismus der Viren charakterisiert (Abschnitt 3.9). 
3.1 Etablierung eines humanen Lungenkulturmodells 
Der primäre Replikationsort von Influenzaviren beim Menschen ist der Respi-
rationstrakt. Saisonale Influenzavirusinfektionen beschränken sich meist auf 
den oberen Respirationstrakt. Schwerverlaufende Infektionen mit human-
pathogenen Influenzaviren sind jedoch häufig mit einer Verbreitung der Viren 
bis in den unteren Respirationstrakt verbunden. Ebenso wurde bei Patienten, 
die an einer Infektion mit hochpathogenen H5N1-Viren verstorben sind, das 
Virus aus dem unteren Respirationstrakt isoliert. Daher besitzt ein Infektions-
modell aus Lungengewebe besondere Bedeutung für das Studieren von 
schwerer Influenza. 
 
Abb. 3.1: Schematische Übersicht über die Präparation des Lungengewebes. Lungen-
gewebe wurde mit Hilfe eines Skalpells in dünne Scheiben und diese mit einer Biopsiestanze in 
etwa 8 mm große Stücke geschnitten. Die Lungenstücke wurden in 24-well Platten in RPMI-
Kulturmedium bei 37°C über Nacht inkubiert und anschließend infiziert. 
Der untere Respirationstrakt besteht aus einer Vielzahl verschiedener anato-
mischer Strukturen wie Alveolen und Bronchiolen und verschiedenen Zellty-
pen. Matrosovich et al. konnten in primären ausdifferenzierten Bronchialzellen 
zeigen, dass unterschiedliche Zelltypen in Abhängigkeit vom verwendeten In-
fluenzastamm infiziert werden (Matrosovich et al. 2004). Zudem ist es wahr-
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scheinlich, dass im Rahmen einer Influenzavirusinfektion die verschiedenen 
Zellen wie Alveolarmakrophagen und Epithelzellen miteinander kommunizie-
ren, was für den Verlauf der Infektion essentiell sein könnte. Da sowohl die 
morphologische Struktur als auch die verschiedenen Zelltypen der humanen 
Lunge nur schwer durch die häufig benutzten permanenten Zelllinien wieder-
gegeben werden, wurde zu Beginn dieser Arbeit ein humanes ex vivo Lungen-
kultursystem etabliert, welches das Studium einer Influenzvirusinfektion in 
einem komplexen Modell mit allen beteiligten Zellen in authentischem Lun-
genmaterial ermöglicht. Die Etablierung dieses Modells war nur durch die sehr 
enge Zusammenarbeit von Pneumologen, Infektiologen und Virologen mög-
lich. Das im Rahmen einer Lungenoperation am HELIOS-Klinikum entnomme-
ne tumorfreie humane Lungengewebe wurde mit einer Biopsiestanze in klei-
nere Stücke (~ 3 x 8 x 8 mm) zerteilt, gewaschen und anschließend in RPMI-
Medium (0,3% BSA) über Nacht bei 37°C inkubiert (Abb. 3.1). Am nächsten 
Tag erfolgte die Infektion, deren Zeitpunkt im Folgenden als Zeitpunkt 0 h an-
gegeben wird.  
 
Abb. 3.2: Etablierung eines humanen Lungenkulturmodells. (A) Lungenstücke wurden in 
RPMI-Kulturmedium  (RPMI (BSA)) bzw. in B2B-Medium bei 37°C über Nacht inkubiert und 
anschließend infiziert. 72 h nach der Infektion wurde die Virusmenge im Überstand mittels Pla-
quetest auf MDCK-Zellen ermittelt. (B) Lungenkulturen wurden entweder bei Raumtemperatur 
(RT) oder bei 37°C (37°C) mit der Viruslösung inkubiert. Nach der Infektion wurden die Lun-
genkulturen bei 37°C in RPMI (BSA) inkubiert und die Virusmenge im Überstand nach 96 h 
mittels HA-Test ermittelt. Dargestellt sind Daten einer Patientenprobe. 
Für die Inkubation der Lungenstücke wurden verschiedene Medien ausgetes-
tet. So wurde neben dem später verwendeten RPMI (+ 0,3% BSA) auch RPMI 
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(+ 10% FCS), DMEM (+ 0,3% BSA), DMEM (+ 10% FCS) und B2B-Medium (s. 
2.1.7.2) getestet. Dabei wurde einerseits ein Vitalitätstest der Lungenkulturen 
durch unsere Kooperationspartner mittels LDH-Bestimmung durchgeführt, an-
dererseits mittels Hämagglutinationstest (HA-Test) die besten Replikationsbe-
dingungen für das saisonale Influenzavirus in den Lungenkulturen ermittelt. 
RPMI-Medium mit BSA stellte sich als am besten geeignet heraus, da die In-
kubation in diesem kaum zu einer Abnahme der Vitalität der Lungenkulturen 
mit der Zeit führte und die höchsten Virustiter im Überstand gemessen wur-
den. Des Weiteren wurden die Infektionsbedingungen optimiert. Da die Infek-
tion bei Raumtemperatur (RT) etwas effizienter erfolgte als bei 37°C, wurden 
die Lungenkulturen im Folgenden bei RT infiziert. (Abb. 3.2, Daten nicht ge-
zeigt). Zusammenfassend ergaben sich für die Infektion des Lungengewebes 
eine Infektionsdosis von 4x105 pfu in RPMI-Medium in einem Gesamtvolumen 
von 500 µl und eine Infektionsdauer von 1 h bei RT. 
 
Abb. 3.3: Nachweis HA-spaltender Aktivität in den Lungenkulturen. (A) Lungenkulturen 
wurden mit Pan/99 infiziert (4x105 pfu), anschließend mit und ohne Trypsin (1 µg/ml) inkubiert 
und die Virusmenge im Überstand mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt 
sind jeweils Mittelwerte  SEM von Triplikaten einer Patientenprobe. (B) Virionen im Überstand 
infizierter Lungenkulturen (Pan/99, 5x106 pfu), die ohne Trypsin inkubiert worden waren, wur-
den präzipitiert und mit Hilfe eines monoklonalen H3-Antikörpers im Westernblot auf das Vor-
handensein von gespaltenem HA-Protein untersucht. Als Kontrolle wurden Virionen aus dem 
Überstand infizierter MDCK-Zellen aufgereinigt, mit (+) bzw. ohne (-) Trypsin behandelt und 
HA0 und HA1 im Westernblot dargestellt. 
Humane und niedrigpathogene aviäre Influenzaviren besitzen im Oberflächen-
protein Hämagglutinin (HA) eine monobasische Spaltstelle, die nicht durch 
intrazelluläre Proteasen erkannt und gespalten werden kann. Zur Spaltung 
des HAs bedarf es daher im Respirationstrakt exprimierter trypsinähnlicher 
Proteasen oder exogen zugefügtem Trypsin. Um zu untersuchen, ob im Lun-
genmodell entsprechende Proteasen vorhanden sind und ob deren Aktivität 
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für eine Spaltung ausreichend ist, wurde die Replikation des saisonalen Virus 
(Pan/99) mit und ohne die Zugabe von TPCK-Trypsin (L-1-Tosylamido-2-
phenylethylchloromethyl Keton behandeltes Trypsin) im Medium untersucht 
(Abb. 3.3 A). Zudem wurden die gebildeten Viruspartikel auf das Vorhanden-
sein von gespaltenen HA-Proteinen untersucht (Abb. 3.3 B). Dazu wurden die 
Virionen im Überstand infizierter Lungenkulturen mittels Ultrazentrifugation 
aufgereinigt, über SDS-PAGE aufgetrennt und per Westernblotanalyse mit Hil-
fe eines H3-Antikörpers das gespaltene HA1-Protein nachgewiesen. Wie in 
Abb. 3.3 A dargestellt, ergaben sich durch die Zugabe von Trypsin in Bezug 
auf das Replikationsverhalten kaum Unterschiede für das getestete saisonale 
Virus. Auch in aus Lungenkulturen isolierten Virionen war ein deutlich gespal-
tenes HA nachweisbar (Abb. 3.3 B). Daher wurde für die folgenden Versuche 
kein Trypsin zu den Infektionsansätzen gegeben.  
 
Abb. 3.4: Strukturelle und funktionelle Analyse der Lungenkulturen. (A) Lungenkulturen 
wurden entweder zum Zeitpunkt 0 (0 h) oder 24 h (24 h) mit Pan/99 infiziert und die Virus-
menge im Überstand zu den Zeitpunkten 0, 16, 24, 48 und 72 h mittels Plaquetest auf MDCK-
Zellen bestimmt. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte  SEM von Triplikaten einer Patientenpro-
be. (B) Elektronenmikroskopische Darstellung eines Pneumozyten direkt nach der Präparation 
(0 h) und nach 48-stündiger Inkubation bei 37°C (48 h). Maßstab: 2 µm. 
Wie in Abb. 3.4 dargestellt, konnte im zeitlichen Verlauf etwa 48 h nach der 
Infektion keine weitere Zunahme der Replikation festgestellt werden. Um aus-
zuschließen, dass dies nicht durch ein Absterben der Zellen oder eine Verrin-
gerung der Stoffwechselaktivität z. B. durch unzureichende Versorgung des 
Gewebes verursacht wurde, wurden die Lungenkulturen elektronenmikrosko-
pisch untersucht und Vermehrungskurven zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
angelegt (Abb. 3.4). Dabei wurden Kulturen zum Zeitpunkt 0 h infiziert 
(schwarze Kurve) oder 24 h später (graue Kurve). Dies entspricht genau dem 
Zeitpunkt an dem bei einer Infektion nach 0 h (schwarze Kurve) bereits eine 
 - 53 - 
Ergebnisse 
 - 54 - 
deutliche Abflachung des Titeranstieges zu erkennen ist. Im Vergleich zeigte 
die Kurve des zweiten Ansatzes einen ähnlichen Verlauf, so dass die Fähigkeit 
zur Virusvermehrung offenbar über mindestens 48 h stabil bleibt. Dieser Be-
fund wurde in elektronenmikroskopischen Aufnahmen bestätigt, in denen sich 
keine Änderung der regulären Struktur des Lungengewebes auch 48 h nach 
der Präparation zeigten (Abb. 3.4 B). 
Zusammenfassend war es möglich ein Lungenkulturmodell zu etablieren mit 
dessen Hilfe Influenzavirusinfektionen in authentischem humanem Lungenge-
webe untersucht werden können. 
3.2 Expression aviärer und humaner Influenzavirusrezeptoren
 auf humanen Zellen 
Lange Zeit wurden Unterschiede in den Rezeptoren aviärer und humaner In-
fluenzaviren dafür verantwortlich gemacht, dass sich aviäre Viren nicht effek-
tiv in humanen Zellen replizieren (Kuiken et al. 2006). Während aviäre Viren 
an SAα-2,3Gal binden, präferieren humane Viren SAα-2,6Gal. Daher wurden 
im Folgenden die Rezeptorpräferenz der Viren und die Rezeptorexpression der 
verwendeten Zellen untersucht.  
Zur Untersuchung der Rezeptorpräferenz der verwendeten Viren wurden HA-
Tests mit Hühner-, Puten- und Pferdeerytrozyten durchgeführt. Das niedrig-
pathogene aviäre (Dk/Alb) sowie das H5N1-Virus (Thai/04) führten zu einer 
deutlichen Agglutination der Pferdeerytrozyten, die vorwiegend SAα-2,3Gal 
auf ihrer Oberfläche tragen. Dagegen konnten die saisonalen Viren (Pan/99, 
NC/99) Pferdeerythrozyten nicht agglutinieren. Das klassische Schweinevirus 
(Sw/Wis) agglutinierte Pferdeerytrozyten nur zu sehr geringen Titern (Abb. 
3.5). Dagegen waren alle Viren fähig Hühner- und Putenerythrozyten zu ag-




Abb. 3.5: Hämagglutination von Hühner-, Puten- und Pferdeerythrozyten durch saiso-
nale, aviäre und porzine Influenzaviren. Hühner-, Puten- und Pferdeerythrozyten wurden 
1:1 mit den unverdünnten Virusstocks Pan/99 (A) , Thai/04 (B) , Dk/Alb (C), Sw/Wis (D) und 
NC/99 (E) inkubiert und auf ihre Fähigkeit zur Hämagglutination untersucht. Dargestellt sind 
jeweils Mittelwerte  SEM von zwei Experimenten. 
Um die Expression von SAα-2,3Gal bzw. SAα-2,6Gal auf den Zelloberflächen 
zu untersuchen wurden FACS-Analysen mit sialylsäurebindenden Lektinen 
durchgeführt. Alle untersuchten Zelllinien sowie NHBE-Zellen exprimierten den 
humanen Rezeptor (Abb. 3.6, obere Zeile). Zudem exprimierten A549-, Calu-
3-, Detroit- und NHBE-Zellen auch den aviären Rezeptor (Abb. 3.6, untere 
Zeile). Das Vorhandensein humaner und aviärer Rezeptoren im unteren Respi-
rationstrakt konnte bereits von Shinya et al. (Shinya et al. 2006) gezeigt und 
von unseren Kooperationspartnern in den Lungenkulturen bestätigt werden 
(Ergebnisse Anne Becher).  
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Abb. 3.6: Expression von SAα-2,6 Gal und SAα-2,3Gal auf Detroit-, Calu-3-, B2B-, 
NHBE- und A549-Zellen. Detroit-, Calu-3-, B2B-, NHBE- und A549-Zellen wurden mit Sam-
bucus nigra Agglutinin (SNL, FITC gekoppelt) zur Darstellung von SAα-2,6Gal und mit Maackia 
amurensis Agglutinin (MAL, PE gekoppelt) zum Nachweis von SAα-2,3Gal inkubiert. Dargestellt 
sind mit dem jeweiligen Lektin gefärbte Zellen (grau) im Vergleich zu kontrollgefärbten Zellen 
(schwarze Linie). 
Zusammenfassend zeigen Dk/Alb und Thai/04 eine hohe Rezeptorpräferenz 
für den aviären Rezeptor während saisonale Viren diesen nicht binden. Die 
verwendeten Zellen exprimieren mit Ausnahme der B2B-Zellen sowohl den 
aviären als auch den humanen Rezeptor. 
3.3 Replikation aviärer, porziner und saisonaler Influenzaviren 
in humanen Zell- und Lungenkulturen 
Saisonale, pandemische und hochpathogene Influenzaviren replizieren im 
humanen Respirationstrakt. Dagegen zeigte eine Studie von 1991, dass sich 
die meisten aviären Influenzaviren nicht effektiv im humanen Respirations-
trakt vermehren (Beare und Webster 1991). Auch klassische Schweineviren 
führten in experimentell infizierten Freiwilligen zu keinen oder nur sehr gerin-
gen Anzeichen einer Infektion (Beare et al. 1972).  
Im Folgenden wurde die Vermehrung der verschiedenen Virusstämme in ver-
schiedenen humanen Zellen des Respirationstraktes und im Lungenmodell un-
tersucht. Alle Virusstämme führten auf MDCK-Zellen zur Bildung von Plaques 
(Abb. 3.7), so dass zur Bestimmung der Virusmenge im Überstand der Stan-
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dartplaqueassay auf MDCK-Zellen verwendet werden konnte. Hinsichtlich der 
Plaquemorphologie ergaben sich bereits erste Unterschiede zwischen den Vi-
ren. Während Pan/99 deutliche klar abgrenzbare Plaques bildet, sind die Pla-
ques des hochpathogenen Thai/04-Virus eher ausgefranst. Im Gegensatz zu 
Pan/99 und Thai/04 bildet Dk/Alb nur sehr kleine Plaques (Abb. 3.7). 
 
Abb. 3.7: Plaquegröße saisonaler, aviärer und porziner Virusstämme auf MDCK-
Zellen. MDCK-Zellen wurden mit den angegebenen Viren infiziert, anschließend 48 h mit Avi-
cel-Overlay Medium inkubiert und die Plaques mittels Kristallviolett visualisiert. 
3.3.1 Replikation in Zellkulturen des oberen und unteren 
 Respirationstraktes 
Für die Replikationskurven wurden die in 12-well ausgesäten Zellen mit einer 
moi von 0,01 infiziert und zu definierten Zeitpunkten (16, 24, 48, 72 h p. i.) 
Überstände gesammelt. Sofern die Zellen keine endogene Protease exprimier-
ten, wurde dem Zellkulturüberstand TPCK-Trypsin zugegeben (entsprechend 
Abb. 3.8 A). Die Virusmenge in Zellkulturüberständen wurde mittels Plaque-
test auf MDCK-Zellen bestimmt. Das hochpathogene H5N1-Virus (Thai/04) 
zeigte eine sehr effektive Replikationsfähigkeit in Detroit-Zellen des oberen 
Respirationstraktes. Die erreichten Titer von fast 108 pfu/ml lagen etwa zwei 
Logstufen über den Titern des saisonalen H3N2-Virus (Pan/99). Im Gegensatz 
dazu replizierten das niedrigpathogene aviäre Virus (Dk/Alb) und das klassi-
sche Schweinevirus (Sw/Wis) nahezu nicht in Zellen des oberen Respirations-
traktes (Abb. 3.8 B). Für die Virusvermehrung in Zellen des unteren Respirati-
onstraktes ergab sich ein ähnliches Bild. Das hochpathogene Thai/04-Virus 
replizierte sowohl in den bronchiolaren B2B- und Calu-3-Zellen als auch den 
alveolaren A549-Zellen zu sehr hohen Titern. Im Gegensatz dazu zeigte das 
niedrigpathogene aviäre Dk/Alb-Virus weder in B2B- noch in A549-Zellen eine 
effiziente Replikation. Lediglich in Calu-3-Zellen replizierte Dk/Alb zu Titern 
über 105 pfu/ml. 
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Abb. 3.8: Replikation saisonaler, aviärer und porziner Influenzaviren in humanen per-
manenten respiratorischen Zelllinien. Detroit-, Calu-3-, B2B- und A549-Zellen wurden mit 
den angegebenen Virusstämmen infiziert (moi 0,01), in Medium mit TPCK-Trypsin (A) inkubiert 
und die Virustiter im Zellüberstand nach 16, 24, 48 und 72 h mittels Plaquetest auf MDCK-
Zellen bestimmt (B). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte einer Doppelbestimmung  SEM von 
zwei unabhängigen Experimenten. Die Nachweisgrenze lag bei 60 pfu/ml (gestrichelte Linie).  
Auffällig ist, dass das klassische Schweinevirus (Sw/Wis) mit Titern von über 
107 pfu/ml in Calu-3-Zellen genauso effizient wie das saisonale Pan/99-Virus 
replizierte. Im Gegensatz dazu replizierte es in B2B- und A549-Zellen kaum 
(Abb. 3.8 B). 
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3.3.2 Replikation in primären Zellen und Lungenkulturen 
NHBE-Zellen wurden mit einer moi von 0,01 und die Lungenkulturen mit 
4x105 pfu pro Stück (ca. 100 mg Gewebe) infiziert und die Überstände zu den 
angegebenen Zeitpunkten genommen. Die mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen 
bestimmte Virusmenge im Überstand ist in Abb. 3.9 dargestellt. 
 
Abb. 3.9: Replikation saisonaler, aviärer und porziner Viren in Lungenkulturen (A) 
und primären NHBE-Zellen (B). Lungenkulturen bzw. NHBE-Zellen wurden mit den angege-
benen Viren infiziert (4x105 pfu bzw. moi 0,01) und die Virusmenge im Überstand nach 0, 16, 
24 und 48 h (und 72 h) mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind Mittel-
werte  SEM von Triplikaten aus 6 (A) bzw. von Duplikaten aus zwei (B) unabhängigen Experi-
menten. Die Nachweisgrenze lag bei 60 pfu/ml (gestrichelte Linie). 
Sowohl in primären NHBE-Zellen als auch in Lungenkulturen replizierte das 
hochpathogene H5N1-Virus (Thai/04) zu hohen Titern. Im Gegensatz dazu 
vermehrte sich das niedrigpathogene Virus (Dk/Alb) und das klassische 
Schweinevirus (Sw/Wis) nur zu sehr geringen Titern. Auffällig ist, dass in 
NHBE-Zellen das H5N1-Virus zu deutlich höheren Titern als das saisonale Vi-
rus replizierte, während im Lungenmodell sich beide Viren zu nahezu gleichen 
Titern vermehrten. 
Da aviäre Viren unter natürlichen Bedingungen im Gastrointestinaltrakt von 
Vögeln bei etwa 41°C replizieren, wurde getestet, ob das aviäre Virus bei hö-
heren Temperaturen als den im humanen unteren Respirationstrakt üblichen 
37°C effizienter repliziert. Dazu wurden Lungenkulturen mit Dk/Alb infiziert 
und anschließend entweder bei 37°C oder bei 41°C inkubiert.  
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Abb. 3.10: Replikation des niedrigpathogenen aviären Influenzavirus in Lungenkultu-
ren bei 37°C bzw. 41°C. Lungenkulturen wurden mit Dk/Alb infiziert und anschließend ent-
weder bei 37°C oder bei 41°C inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Virus-
menge im Überstand mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte 
 SEM von Triplikaten einer Patientenprobe. 
Wie in Abb. 3.10 dargestellt replizierte das niedrigpathogene Virus jedoch 
auch bei einer erhöhten Temperatur von 41°C nicht effizient. 
Während saisonale Viren und hochpathogene H5N1-Viren also sowohl effizient 
in Zellkulturen des humanen Respirationstraktes als auch in primären NHBE-
Zellen und Lungenkulturen replizieren, vermehrten sich ein niedrigpathogenes 
aviäres Virus und ein klassisches porzines Virus dort nicht oder nur sehr inef-
fizient. Trotz dieser ineffizienten Replikation des aviären (Dk/Alb) und porzi-
nen (Sw/Wis) Virus konnte virales NS1-Protein in A549-Zellen mittels Immun-
fluoreszenzanalyse nachgewiesen werden. Ebenso konnten deutlich Influenza-
Antigen-positive Zellen in den Lungenkulturen nach Infektion mit Dk/Alb und 
Sw/Wis mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden. Damit können so-
wohl aviäre als auch porzine Viren an die vorhandenen Rezeptoren binden, in 
die Zellen aufgenommen werden und virale Proteine in diesen produzieren. 
 
 - 60 - 
Ergebnisse 
 
Abb. 3.11: Nachweis viraler Proteine in infizierten A549-Zellen und Lungenkulturen. 
A549-Zellen und Lungenkulturen wurden mit den angegebenen Viren infiziert. (A) 8 h p. i. wur-
den die infizierten A549-Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem polyklonalen NS1-
Antikörper und entsprechenden Alexa-488 gekoppelten Sekundärantikörpern inkubiert und NS1 
(grün) detektiert. Darstellung der Zellkerne: DAPI. Maßstab: 10 µm. (B) 24 h p. i. wurden die 
infizierten Lungenkulturen fixiert, für die immunhistologische Analyse aufbereitet und mit einem 
polyklonalen Influenzavirionantikörper (rot) influenzapositive Zellen dargestellt. Gegenfärbung: 
Methylgrün. Maßstab: 50 µm (Bild (B): Anne Becher). 
3.4 Expression und Lokalisation viraler Proteine in A549-Zellen 
Da aviäre Rezeptoren auf den Zellen  exprimiert werden, aviäre Viren in Zellen 
aber trotz erfolgter Infektion nur ineffektiv replizieren (Abb. 3.8, Abb. 3.11), 
wurde im Folgenden untersucht, ob virale aviäre Proteine sich hinsichtlich Lo-
kalisation und Expression von saisonalen und hochpathogenen H5N1-Viren 
unterscheiden. Hierzu wurden Immunfluoreszenzanalysen und „pulse labeling“ 
Experimente an A549-Zellen durchgeführt. Letztere wurden gewählt, da das 
Replikationsverhalten der Viren auf A549-Zellen dem der Lungenkulturen am 
ähnlichsten ist und sie zudem vom Zelltyp (als von Pneumozyten-abgeleitete 
Zelllinie) den Zellen der Lungenkultur am nächsten sind.  
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Abb. 3.12: Lokalisation der viralen Proteine NP, NS2 und M1 im Infektionsverlauf. 
A549-Zellen wurden mit den angegebenen Viren infiziert (moi 1) und nach 6, 8, 10, 12 und 16 
h fixiert. Anschließend wurden die Proteine mittels der indirekten Immunfluoreszenzanalyse mit 
spezifischen Antikörpern für NP, NS2, M1 und entsprechenden fluorophorgekoppelten Sekundä-
rantikörpern nachgewiesen. Darstellung der Zellkerne: DAPI. Maßstab: 10 µm. 
Die Immunfluoreszenzanalyse zeigte, dass die viralen Proteine NP, NS2 und 
M1 zu den Zeitpunkten 6, 8, 10, 12 und 16 h nach Infektion exprimiert wur-
den. NP war zu frühen Zeitpunkten im Zellkern und zu späteren Zeitpunkten 
im Zytoplasma nachweisbar. Die Proteine NS2 und M1 waren zu allen Zeit-
punkten sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma vorhanden. Damit zeigten 
alle untersuchten Virusproteine die zu den entsprechenden Zeitpunkten zu 
erwartende Lokalisation und es fanden sich keine Unterschiede zwischen den 
drei Stämmen. Um die Expression der viralen Proteine der saisonalen und avi-
ären Stämme unabhängig von Antikörpern quantitativ zu vergleichen, wurden 
diese 6 oder 8 h nach der Infektion mittels eines „pulse labeling“-
Experimentes mit 35S-markiertem Methionin/Cystein nachgewiesen. Sowohl in 
Pan/99- als auch in Dk/Alb-infizierten Zellen waren NP (~55 kDa) und 
M1/NS1, die sich aufgrund ihrer ähnlichen Molekulargewichte nicht eindeutig 
trennen ließen (M1:27,9 kDa; NS1:26,1 kDa), deutlich nachweisbar. Die In-
tensität der Banden zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Pan/99- 














































Abb. 3.13: Nachweis der viralen und zellulären Proteinsynthese 6 und 8 h nach Infek-
tion. (A) A549-Zellen wurden mit den angegebenen Viren mit einer moi von 5 infiziert. Nach 6 
bzw. 8 h wurden die Zellen mit 35S-markiertem Methionin/Cystein (30 µCi) für 30 min inkubiert, 
anschließend lysiert, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und über Autoradiographie 
detektiert. (B) Densitometrische Auswertung der markierten Banden. Dargestellt sind Mittel-
werte  SEM von zwei unabhängigen Experimenten. 
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Zusammenfassend ließen sich sowohl für die Lokalisierung als auch die Ex-
pressionsstärke der viralen Proteine keine Unterschiede zwischen einer Infek-
tion mit dem aviären und dem saisonalen Virus erkennen. 
3.5 Nachweis von Viruspartikeln im Überstand von A549-Zellen 
 und Lungenkulturen nach Infektion mit Dk/Alb 
Da virale Proteine sowohl nach Infektion mit Pan/99 als auch Dk/Alb mit glei-
cher Intensität exprimiert wurden, sich beide Viren aber dennoch erheblich in 
ihrer Replikation unterschieden, sollte im Folgenden untersucht werden, ob 
aviäre Viruspartikel von der Wirtszelle knospen können und im Überstand 
nachweisbar sind. 
 
Abb. 3.14: Virusknospung von A549-Zellen und Lungenkulturen. A549-Zellen (A) bzw. 
Lungenkulturen (B) wurden mit Pan/99, Dk/Alb oder mock infiziert. 24 h nach der Infektion 
wurden die Proben für die Elektronenmikroskopie aufgearbeitet. Die Analyse im Elektronenmik-
roskop erfolgte durch Gudrun Holland (RKI, ZBS4). Maßstab: 500 nm. 
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Die Knospung der Viren wurde in der Elektronenmikroskopie untersucht. Wie 
in Abb. 3.14 zu sehen, finden sich sowohl knospende Viren für Pan/99 als 
auch für Dk/Alb in A549-Zellen (A). Ebenso sind auch in Lungenkulturen (B) 
abschnürende Viren für beide Virusstämme zu erkennen. Damit sind Virionen 
des niedrigpathogenen aviären Virus fähig von der Zellmembran zu knospen. 
Dementsprechend ließen sich auch virale Partikeln im Überstand sowohl von 
Pan/99- als auch Dk/Alb-infizierten A549-Zellen mittels HA-Test und Plaque-
test nachweisen (Abb. 3.15 A, B).  
 Pan/99 Dk/Alb 
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Abb. 3.15: Viruspartikel des aviären Virus zeigen eine deutlich geringere Infektiösität 
als Partikel des saisonalen Virus. (A,B) A549-Zellen wurden mit Pan/99 oder Dk/Alb infiziert 
(moi 2,5) und die Virustiter mittels HA-Test (A) oder Plaquetest auf MDCK-Zellen (B) nach 6 und 
24 h ermittelt. (C,D) Lungenkulturen wurden mit Pan/99, Dk/Alb oder Thai/04 infiziert und 
nach 48 h die Virusmenge im Überstand mittels HA-Test (C) oder Plaquetest auf MDCK-Zellen 
(D) bestimmt. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte  SEM von jeweils drei (A,C,D) bzw. zwei (B) 
unabhängigen Experimenten. (E) Verhältnis pfu (infektiöse Partikel) zu HA-bildenden Partikeln 
(HAP). 
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Auffällig ist, dass sich Pan/99 und Dk/Alb hinsichtlich des HA-Titers – also der 
Anzahl der Viruspartikel - nur um einen Faktor von ungefähr zwei unterschei-
den, während sich beide Viren in Bezug auf pfu - also der Anzahl infektiöser 
Partikel - um das etwa 100fache unterscheiden (Abb. 3.15 A und B). Damit ist 
der Anteil infektiöser Partikel an der Gesamtanzahl der Viruspartikel bei 
Dk/Alb deutlich geringer als bei Pan/99 (Abb. 3.15 E). Ein ähnliches Bild ergab 
sich für die infizierten Lungenkulturen. Wie in Abb. 3.15 C und D dargestellt 
erreichte das niedrigpathogene aviäre Virus mit dem hochpathogenen H5N1-
Virus vergleichbare HA-Titer während das saisonale Virus im HA-Test kaum 
nachweisbar war. Im Gegensatz dazu erreichten das saisonale und das 
Thai/04-Virus im Plaquetest auf MDCK-Zellen Titer von 106 pfu während das 
niedrigpathogene aviäre Virus nur 104 pfu und damit einen etwa 100fach 
niedrigeren Titer erreichte. Damit fanden sich auch in den Lungenkulturüber-
ständen nach Infektion mit Dk/Alb viele Viruspartikel, von denen jedoch nur 
ein sehr geringer Anteil infektiös war (Abb. 3.15 E). 
Um zu untersuchen inwieweit sich die Viruspartikel, die in Lungenkulturen 
bzw. A549-Zellen produziert wurden, in ihrer Proteinzusammensetzung unter-
scheiden, wurden „pulse chase“ Experimente durchgeführt.  
Dafür wurden A549-Zellen bzw. Lungenkulturen mit einer moi von 5 (A549-
Zellen) bzw. mit 5x106 pfu (Lungenkulturen) infiziert und entsprechend dem 
in Abb. 3.16 C dargestellten Versuchsablauf mit 35S-markiertem Methionin und 
Cystein inkubiert. Sowohl für Pan/99 als auch Dk/Alb ließen sich radioaktiv-
markierte virale Proteine, vor allem NP und M1, im Zellkulturüberstand infi-
zierter A549-Zellen und Lungenkulturen nachweisen. Es zeigten sich jedoch 
keine großen Unterschiede in den Proteinmustern zwischen Pan/99- und 
Dk/Alb-infizierten A549-Zellen (Abb. 3.16 A) und Lungenkulturen (Abb. 3.16 
B).  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Viruspartikel nach Infektion 
mit dem niedrigpathogenen aviären Virus im Überstand nachweisbar sind. 
Diese unterscheiden sich deutlich von Partikeln eines saisonalen Virus hin-
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Abb. 3.16: Nachweis viraler Proteine im Überstand infizierter A549-Zellen bzw. Lun-
genkulturen. A549-Zellen (A) und Lungenkulturen (B) wurden infiziert (moi 5 bzw. 5x106pfu), 
anschließend das Medium auf „Hungermedium“ (ohne Met/Cys) gewechselt und radioaktivmar-
kiertes Methionin und Cystein hinzugefügt. 8 h nach der Infektion wurde das Medium abge-
nommen und durch Infektionsmedium ersetzt. Der Überstand wurde nach 24 h präzipitiert, 
über ein SDS-Gel aufgetrennt und mittels Autoradiographie detektiert. (C) Schematische Über-
sicht des Experimentes. 
3.6 Werden HA-Proteine in Virionen des niedrigpathogenen 
 aviären Virus in humanen Lungenkulturen gespalten? 
Das zunächst als HA0-Vorläuferprotein gebildete HA muss, um seine volle Fu-
sionsaktivität und die damit verbundene Infektiösität der Virionen zu erhalten, 
in HA1 und HA2 gespalten werden. Die Spaltung des HAs erfolgt durch im Re-
spirationstrakt exprimierte trypsinähnliche Proteasen oder in Zellkultur durch 
zugefügtes Trypsin. In Abschnitt 3.1 (Abb. 3.3) konnte bereits gezeigt wer-
den, dass im Lungenmodell das HA des saisonalen Virus gespalten wird und 
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die Virionen somit infektiös sind. Um zu untersuchen, ob die niedrige Infektiö-
sität der aviären Virionen (Abb. 3.15 E) im Lungenmodell mit nicht ausrei-
chend gespaltenem HA korreliert, wurden aviäre Virionen auf das Vorhanden-
sein gespaltenen HAs untersucht. Dazu wurden Lungenkulturen mit 5x106 pfu 
des aviären (Dk/Alb) oder des saisonalen (Pan/99) Virus infiziert und die aus 
dem Überstand aufgereinigten Virionen mittels Westernblotanalyse hinsichtlich 
des Prozessierungszustandes des HA-Proteins untersucht. Es zeigte sich, dass 
sowohl in Virionen des saisonalen Virus (Pan/99) als auch in Virionen des avi-














































Abb. 3.17: Nachweis von gespaltenem HA in Virionen. (A) Humane Lungenkulturen wur-
den mit den Viren Pan/99 und Dk/Alb infiziert (5x106pfu) und nach 24 h die Virionen im Über-
stand durch Ultrazentrifugation aufgereinigt. Der Nachweis des HA-Vorläuferproteins HA0 und 
des Spaltproduktes HA1 in Virionen erfolgte in der Westernblotanalyse unter Verwendung H3- 
und H12-spezifischer Antikörper. (B) Spaltbarkeit der HA-Proteine durch TPCK-Trypsin. 3620 
HAU/ml eines HA0-Virusstocks (MDCK-Überstand) mit ungespaltenem HA-Protein wurden mit 
den angegebenen Mengen TPCK-Trypsin 1 h bei 37°C inkubiert, die Virionen mittels Ultrazentri-
fugation aufgereinigt und mittels SDS-PAGE und Westernblotanalyse auf gespaltenes HA unter-
sucht. (C) Nachspaltung der Lungenüberstände mit TPCK-Trypsin. Überstände infizierter Lungen 
(4x105 pfu, 24 h p. i.) wurden entweder mit oder ohne 10 µg/ml TPCK-Trypsin für 30 min bei 
37°C inkubiert und anschließend die Menge infektiöser Partikel mittels Plaquetest bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte  SEM von drei verschiedenen Patientenproben. 
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Auch wenn das aviäre HA nicht komplett gespalten wird, sollte das vorhande-
ne HA1 für die Infektiösität der Viruspartikel ausreichen. Um dies zu bestäti-
gen, wurden Überstände infizierter Lungenkulturen mit TPCK-Trypsin behan-
delt, um nicht gespaltenes HA nachzuspalten und anschließend die 
Infektiösität der Virionen im Plaquetest untersucht. Wie in Abb. 3.17 C darge-
stellt, zeigen sich keine Unterschiede zwischen behandelten und unbehandel-
ten Proben. Da auch in den Überständen von Dk/Alb-infizierten A549-Zellen 
der Anteil der nichtinfektiösen Virionen sehr groß war (Abb. 3.15 E), wurde 
zudem die Spaltbarkeit des aviären HAs durch TPCK-Trypsin untersucht (Abb. 
3.17 B). Auch hier zeigte sich, dass sich das aviäre HA gut von TPCK-Trypsin 
spalten lässt. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das aviäre HA sowohl durch 
TPCK-Trypsin als auch durch eine im Lungenkulturmodell vorhandene Protease 
gespalten wird. Damit lässt sich die geringe Infektiösität der Virionen im 
Überstand Dk/Alb-infizierter Lungen- und Zellkulturen nicht durch ein unzurei-
chend gespaltenes aviäre HA-Protein erklären. 
3.7 Replikation der pandemischen H1N1-Viren 2009 
Mit dem Auftreten der H1N1 Pandemie 2009 wurden zwei verschiedene Pati-
entenisolate im Lungenmodell und den primären Zellen untersucht. Beide Iso-
late (Bay/09 und HH/09) replizierten in primären NHBE-Zellen sowie humanen 
Lungenkulturen effizienter als ein klassisches Schweinevirus (Sw/Wis). Auffäl-
lig ist, dass beide Isolate zu leicht unterschiedlichen Titern replizierten. Wäh-
rend sich Bay/09 mit Titern von über 105 pfu im Lungenmodell vergleichbar zu 
einem saisonalen Virus verhielt, erreichte HH/09 Titer die etwa eine Logstufe 
tiefer lagen (Abb. 3.18).  
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Abb. 3.18: Vermehrung saisonaler und pandemischen Influenzaviren in NHBE-Zellen 
(A) und Lungenkulturen (B). NHBE-Zellen und Lungenkulturen wurden mit den verschiede-
nen Virusstämmen infiziert (moi 0,01 bzw. 4x105 pfu) und die Virusmenge im Überstand nach 
der angegebenen Zeit mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind jeweils 
Mittelwerte  SEM von Duplikaten aus zwei unabhängigen Experimenten (A) bzw. von Triplika-
ten aus drei unabhängigen Experimenten (B). 
Da das pandemische HH/09-Virus ineffizienter als das pandemische Bay/09-
Virus und beide Viren nicht zu so hohen Titern wie das H5N1-Virus replizierten 
(vergleiche Abb. 3.9), wurde versucht durch mehrfaches Passagieren der Vi-
ren in den Lungenkulturen die Replikationseffizienz zu steigern. Die nähere 
Untersuchung solcher adaptiven Virusvarianten könnte Aufschluss über mögli-
che weitere Virulenzmarker der pandemischen Viren geben.   
 
Abb. 3.19: Passagieren der pandemischen H1N1-Viren in Lungenkulturen. Je zwei Lun-
genkulturen wurden mit den pandemischen Viren Bay/09 oder HH/09 infiziert, nach 24 h die 
Überstande abgenommen und unverdünnt zur Infektion weiterer Lungenkulturen verwendet. 
Die Virusmenge in den Überständen wurden mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen für die einzel-
nen Passagen bestimmt (A). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte ± SEM der zwei infizierten 
Lungenkulturen. (B) Plaquemorphologie der Passagen 1 und 2 auf MDCK-Zellen. 
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Wie in Abb. 3.19 dargestellt, war es jedoch nicht möglich adaptive Virusvari-
anten zu erzeugen. Nach zwei Passagen war der Virustiter so gering, dass es 
nicht mehr zu einer erfolgreichen Infektion kam und kein Virus mehr im Über-
stand nachgewiesen werden konnte. Auch ließ sich in den Passagen 1 und 2 
keine Veränderung der Plaquegrößen feststellen (Abb. 3.19 B). 
3.8 Cytokininduktion aviärer, porziner und humanpathogener 
 Influenzaviren 
Während einer Virusinfektion kommt es im Wirt zu einer Aktivierung des an-
geborenen Immunsystems. Saisonale Influenzaviren können mit Hilfe ihres 
NS1-Proteins Teilbereiche des angeborenen Immunsystems wie z. B. die Aus-
schüttung bestimmter Cytokine inhibieren und damit eine effektive Replikation 
im Wirt erreichen. Um zu untersuchen, ob aviäre und porzine Influenzaviren 
ebenfalls in der Lage sind, Teile der angeborenen Immunantwort zu inhibie-
ren, wurde die Induktion von Chemokinen, Interleukinen und Typ I Interfero-
nen nach Infektion mit den verschiedenen Virusstämmen untersucht. 
3.8.1 Induktion von Chemokinen, Interleukinen und Typ II 
 Interferonen durch die verschiedenen Virusstämme 
Zur Untersuchung der induzierten Chemokine IP-10, MIP-1β, RANTES und IL-
8, der Interleukine IL-1β und IL-6 und des Typ II Interferons IFN-γ nach Vi-
rusinfektion wurden A549-, Calu-3-, NHBE-Zellen und humane Lungenkultu-
ren mit humanpathogenen, aviären und porzinen Viren infiziert. 24 h nach der 
Infektion wurde die sekretierte Cytokinmenge im Überstand der Zellen mittels 
Multiplex-Cytokinassay und ELISA bestimmt. In den Lungenkulturen ließ sich 
für das hochpathogene H5N1-Virus (Thai/04) eine deutliche Induktion von IP-
10, MIP-1β und IL-1β und eine leichte Induktion von IL-8 und IFN-γ feststel-
len. Im Vergleich dazu führte die Infektion mit dem saisonalen Virus (Pan/99) 
nur zu einer geringen Induktion der entsprechenden Cytokine (Abb. 3.20). 
Auffallend ist, dass das niedrigpathogene aviäre Virus (Dk/Alb) im Lungenge-
webe eine mit dem Thai/04-Virus vergleichbar hohe oder sogar vermehrte 
Induktion von IP-10, MIP-1β, IL-1β, IL-8 und IFN-γ hervorrief, die in Zellkultu-
ren nicht erkennbar war. In Zellkulturen zeigte das aviäre Virus (Dk/Alb) für 
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IP-10 zwar eine im Vergleich zum saisonalen Virus (Pan/99) vermehrte Induk-
tion, diese war jedoch um das dreifache geringer als für das hochpathogene 
H5N1-Virus (Thai/04; Abb. 3.21). MIP-1β und IL-1β ließen sich in den Zellkul-





















































































































Abb. 3.20: Differenzielle Cytokin- und Chemokinsekretion durch aviäre, porzine, sai-
sonale und pandemische Influenzaviren in humanen Lungenkulturen. Humane Lungen-
kulturen wurden mit den angegeben Viren infiziert und die Cytokin-/Chemokinmenge im Über-
stand nach 24 h mittels Multiplex-Cytokinassay oder ELISA bestimmt. Angegeben sind 
Mittelwerte (Striche) und Einzelwerte von drei unabhängigen Experimenten (*p<0,05; 
**p<0,01;***p<0,001; student’s t-test). 
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Zellkulturen noch im Lungengewebe zu einer starken Cytokinantwort (Abb. 
3.20, Abb. 3.21). Dagegen führte die Infektion mit dem porzinen Stamm 
(Sw/Wis) im Lungenmodell zu einer deutlichen Induktion von IP-10 und zu 




















































































































































Abb. 3.21: Differenzielle Cytokininduktion aviärer, porziner, saisonaler und pandemi-
scher Influenzaviren in NHBE-, A549- und Calu-3-Zellen. NHBE-, A549- und Calu-3-Zellen 
wurden mit den angegebenen Viren infiziert (moi 0,01) und die Cytokinkonzentration im Über-
stand 24 h p. i. mittels Multiplex-Cytokinassay bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte  SEM 
von drei (NHBE, A549) bzw. zwei (Calu-3) unabhängigen Experimenten (***p<0,001; student’s 
t-test). 
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Eine deutliche Induktion des Chemokins RANTES ließ sich nur auf A549- und 
NHBE-Zellen feststellen. Hier führten sowohl Thai/04- als auch Dk/Alb-Viren 
zu einer erhöhten Induktion im Vergleich zur Infektion mit Pan/99-Viren (Abb. 
3.21). In den Überständen infizierter Lungen war RANTES dagegen kaum 
nachweisbar (nicht dargestellt). Das Chemokin IL-8 und das Interleukin IL-6 
waren deutlich zu detektieren. Hier zeigte sich für IL-8 auf den Lungenkultu-
ren eine sehr geringe Erhöhung bei Infektion mit Thai/04- und Dk/Alb-Viren 
und für IL-6 eine leichte Induktion bei Infektion mit den Thai/04-Viren auf 
A549 und Calu-3-Zellen, die auf der Lunge nicht zu erkennen waren (Abb. 
3.20, Abb. 3.21). 
3.8.2 Induktion von Typ I Interferonen durch die 
 verschiedenen Virusstämme 
Für die im Überstand der Zellen und Lungenkulturen gemessenen Typ I IFNe 

































































Abb. 3.22: Differenzielle Typ I Interferoninduktion durch aviäre, porzine, saisonale 
und pandemische Influenzaviren in humanen Lungenkulturen. Humane Lungenkulturen 
wurden mit den angegebenen Viren infiziert und die Cytokin-/Chemokinmenge im Überstand 
nach 48 h mittels ELISA bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte (Striche) und Einzelwerte von 
drei unabhängigen Experimenten (*p<0,05; **p<0,01; student’s t-test). 
Das hochpathogene H5N1-Virus führte zu einer vermehrten IFN-Induktion in 
Zell- und Lungenkulturen. Das niedrigpathogene aviäre Virus (Dk/Alb) indu-
zierte dagegen nur im Lungengewebe deutlich IFN-α und IFN-β; erstgenann-
tes wurde auch in primären NHBEs induziert. Pandemische H1N1-Viren und 
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das porzine Virus führten zu einer mit saisonalen Viren vergleichbar geringen 


































































































Abb. 3.23: Differenzielle Typ I Interferoninduktion aviärer, porziner, saisonaler und 
pandemischer Influenzaviren in NHBE-, A549- und Calu-3-Zellen. NHBE-, A549- und 
Calu-3-Zellen wurden mit den angegebenen Viren infiziert (moi 0,01) und die Cytokinkon-
zentration im Überstand 24 h p. i. mittels Multiplex-Cytokinassay bestimmt. Dargestellt sind 
Mittelwerte  SEM von drei (NHBE, A549) bzw. zwei (Calu-3) unabhängigen Experimenten. 
Da die hochpathogenen H5N1-Viren in den Lungenkulturen stark IFN induzier-
ten, welches eigentlich die Virusreplikation inhibiert, sie aber dennoch sehr 
effizient replizierten, wurde untersucht, ob die Replikation der H5N1-Viren im 
Gegensatz zu saisonalen Viren unabhängig von vorhandenem IFN ist. Hierzu 
wurden Lungenkulturen mit rekombinantem IFN-α 6 h inkubiert und anschlie-
ßend entweder mit Thai/04 oder Pan/99 infiziert. In Abb. 3.24 ist die Virus-
menge im Überstand 24 h nach der Infektion dargestellt. Während die Ver-
mehrungsfähigkeit des saisonalen Virus (Pan/99) nach IFN-Vorbehandlung im 
Vergleich zu nicht vorbehandelten Zellen deutlich abnahm, zeigte sich für die 
mit Thai/04 infizierten Proben nur eine leichte Reduktion der Replikation nach 
Vorbehandlung.  
Zusammenfassend induzierte das hochpathogene H5N1-Virus eine sehr starke 
Cytokinantwort in Zell- und Lungenkulturen während die pandemischen H1N1-
Viren von 2009 mit dem saisonalen Virus vergleichbar geringe Mengen an Cy-
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tokinen induzierten. Ebenso zeigte das niedrigpathogen aviäre Virus auf den 
Lungenkulturen eine starke Cytokininduktion, die jedoch auf den Zellkulturen 
nicht zu beobachten war. 
 
Abb. 3.24: Replikation saisonaler (A) und H5N1 (B) Influenzaviren mit und ohne IFN-
Vorbehandlung. Lungenkulturen wurden für 6 h mit 500 U IFN-α (+IFN) bzw. ohne IFN (-IFN) 
inkubiert, anschließend mit Pan/99 (A) oder Thai/04 (B) infiziert und die Virusmenge im Über-
stand 24 h p. i. mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte (Stri-
che) und Einzelwerte von vier unabhängigen Experimenten. Gleiche Symbole stehen für Proben 
eines Patienten. 
3.8.3 Nachweis der interferoninduzierten Proteine ISG15 und 
 MxA 
Sekretiertes IFN-α/β führt über die Bindung an den IFN-α/β-Rezeptor (IFNAR) 
zur Induktion der Expression der antiviral wirkenden interferonstimulierten 
Gene (ISG). Da bisher noch nicht bekannt ist, ob solche komplexen Signalwe-
ge der nichtadaptiven Immunität auch in den hier verwendeten Lungenkultu-
ren untersucht werden können, wurde im Folgenden die Induktion des ISGs 
ISG15 näher betrachtet. Nach der Induktion und Expression wird freies ISG15 
in einer komplexen Enzymkaskade an über 150 verschiedene Zielproteine ge-
bunden. Für diese Kaskade müssen mindestens drei Konjugationsenzyme (E1, 
E2 und E3) vorhanden sein, die ebenfalls durch Typ I IFN induziert werden. 
Wie in Abb. 3.25 dargestellt, konnte nach IFN-Behandlung sowohl eine deutli-
che ISG15-Induktion als auch eine vermehrte ISG15-Konjugation in den Lun-
genkulturen beobachtet werden. Auch nach Infektion mit dem Thai/04-Virus 
zeigte sich eine vermehrte Induktion von ISG15 und dessen Konjugate, die 
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mit der beobachteten hohen Typ I IFN-Induktion korrelierte. Im Vergleich da-
zu kam es nach Infektion mit dem saisonalen Virus (Pan/99) zu einer deutlich 
geringeren Induktion und ISGylierung, was gut mit der gemessenen geringen 
IFN-Menge im Lungenüberstand im Einklang steht. Für das Virus Dk/Alb ergab 
sich kein einheitliches Bild. Während es in Lunge 1 ISG15 nur schwach indu-
zierte, fanden sich bei Lunge 2 deutlich ISG15 und ISG15-Konjugate. Verglei-
chende Analysen auf pneumozytenähnlichen A549-Zellen zeigten eine deutli-
che Induktion von ISG15 sowohl nach IFN-Behandlung als auch nach 
Infektion mit den verschiedenen Viren. Auffällig ist, dass die Induktion von 
ISG15 nach Infektion mit dem Thai/04-Virus trotz einer vermehrten IFN-
Antwort (Abb. 3.23) vergleichbar mit einer Infektion mit dem Pan/99-Virus 
war. Im Gegensatz zu den Lungenkulturen ließen sich hier also keine großen 
Unterschiede zwischen den verschiedenen Virusstämmen zeigen. Lediglich in 
Bezug auf die ISGylierung ließen sich leichte Unterschiede feststellen. So führ-
te die Infektion mit Thai/04 und Dk/Alb zu einer im Vergleich zu Pan/99 leicht 
vermehrten ISGylierung wie sie auch im Lungenmodell zu beobachten war.  
 
Abb. 3.25: Nachweis von freiem und konjugiertem ISG15 nach Infektion von A549-
Zellen (A) bzw. Lungenkulturen (B). A549-Zellen bzw. Lungenkulturen wurden mit den 
angegebenen Viren infiziert (moi 1 bzw. 4x105pfu). 24h p. i. wurden Lysate hergestellt, diese 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mittels eines polyklonalen Kaninchenserum freies 
und konjugiertes ISG15 detektiert. 
Die Expession von ISG15 und MxA, als ein weiteres IFN-induziertes Gen, wur-
de in A549 Zellen mittels Immunfluoreszenz weiter untersucht. Dabei zeigte 
sich, dass sowohl für die aviären als auch die saisonalen und hochpathogenen 
Viren neben ISG15 auch MxA nach Infektion in der Immunfluoreszenz nach-
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weisbar war (Abb. 3.26). Auffällig ist, dass die ISG15-Fluoreszenz in NP-
positiven Zellen (Abb. 3.26A, Pfeilspitzen), deutlich niedriger war als in umlie-
genden nicht infizierten Zellen. Um dies zu quantifizieren, wurde die mittlere 
Fluoreszenzintensität (MFI) für ISG15 mit Hilfe von FACS-Analysen bestimmt. 
Hierbei zeigten sich für alle Viren vergleichbare MFI für ISG15, wobei die MFI 
für das Thai/04-Virus etwas niedriger als für das saisonale Virus (Pan/99) war. 
Wie in Abb. 3.27 dargstellt, ließen sich im „dot blot“ (NP-Fluoreszenz versus 
ISG15-Fluoreszenz) deutlich zwei Zellpopulationen erkennen, eine die ein 
starkes NP-Signal aufweist und damit deutlich infiziert war (Population 1) und 
eine, die relativ negativ für NP ist und damit nicht oder nur sehr schwach infi-
ziert war (Population 2). 
 
Abb. 3.26: Nachweis der interferoninduzierten Proteine ISG15 und MxA. A549-Zellen 
wurden mit den angegebenen Viren infiziert (moi 1). 20 h p. i. wurden die Zellen fixiert und 
mittels indirekter Immunfluoreszenzanalyse die Proteine ISG15 (grün A) und NP (rot A) bzw. 
MxA (rot, B) dargestellt. Maßstab 10 µm. 
Vergleicht man die zwei Populationen hinsichtlich ihrer MFI für ISG15 lassen 
sich signifikante Unterschiede zwischen den Populationen erkennen. In Zellen, 
die starke NP-Signale hatten und daher infiziert waren, war kaum ISG15 
nachweisbar, während ISG15 in schwach oder nicht infizierten Zellen deutlich 
exprimiert wurde. Dieser Effekt ist unabhängig von dem Vorhandensein des 
viralen NS1, da er auch bei einer Infektion mit einem Virus ohne NS1 
(PanΔNS1) zu beobachten war. Zudem lässt sich dieses Phänomen für alle 
verwendeten Virusstämme beobachten, so dass keine Unterschiede zwischen 
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den verschiedenen Virusstämmen bezüglich der Induktion von ISG15 fest-
stellbar waren. 
 
Abb. 3.27: ISG15-Expression in infizierten A549-Zellen. A549-Zellen wurden mit den 
angegebenen Virusstämmen infiziert (moi 1), nach 20 h fixiert und die Expression von ISG15 
und NP mittels indirekter FACS-Analyse nachgewiesen. Dargestellt sind jeweils repräsentative 
„dot blots“ (A), die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) von ISG15 gesamt (B) und die MFI von 
ISG15 aufgeteilt nach Populationen 1 und 2 (C). Dargestellt sind Mittelwerte  SEM von zwei bis 
drei unabhängigen Experimenten. 
Zusammenfassend induzierten in A549-Zellen alle untersuchten Viren ISG15 
und dessen Konjugate, wobei letztere in Thai/04-infizierten Zellen etwas stär-
ker als in Pan/99-infizierten Zellen nachzuweisen waren. In mit Thai/04-
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infizierten Lungenkulturen konnte deutlich sowohl mehr freies als auch konju-
giertes ISG15 als in Pan/99-infizierten Kulturen nachgewiesen werden. 
3.9 Zelltropismus aviärer und humanpathogener Influenzaviren 
in humanen Lungenkulturen 
Influenzaviren treffen in den Alveolen der Lunge auf verschiedene Zelltypen 
und es konnte bereits gezeigt werden, dass aviäre H5N1-Viren vor allem Typ 
II Pneumozyten infizieren (Baskin et al. 2009, Korteweg und Gu 2008). Dage-
gen zeigten Bindungsstudien für saisonale Influenzaviren eine vermehrte Bin-
dung an Typ I Pneumozyten (van Riel et al. 2007). Da Unterschiede im 
Zelltropismus z. B. aufgrund unterschiedlicher Stoffwechselaktivitäten infizier-
ter Zelltypen entscheidend zur Replikationsfähigkeit der Viren und Pathogene-
se beitragen könnten, wurde im Folgenden der Zelltropismus aviärer und sai-
sonaler Viren in humanen Lungenkulturen näher untersucht. Dazu wurden 
elektronenmikroskopische und immunhistochemische Analysen durchgeführt, 
wobei letztere durch unsere Kooperationspartner Anne Becher, Andreas Hocke 
und Stefan Hippenstiel von der Medizinischen Klinik m. S. Infektiologie und 
Pneumologie der Charité ausgeführt wurden. 
Wie in Abb. 3.28 und Abb. 3.29 dargestellt, ließen sich in der elektronenmik-
roskopischen Analyse knospende Viren oder mit Alveolarzellen assoziierte Vi-
ren (schwarze Pfeilspitze) nachweisen, die sich deutlich von zellulären Mikro-
villi (offene Pfeilspitze) unterscheiden ließen. Interessanterweise ließen sich 
keine Unterschiede im Zelltropismus des saisonalen H3N2-Virus (Abb. 3.28) 
und des niedrigpathogenen aviären Dk/Alb-Virus (Abb. 3.29) feststellen. Für 
beide Viren erfolgte das Abknospen meist von Alveolarzellen, die durch das 
Vorhandensein von Lamellarkörperchen (LK) morphologisch als Typ II Pneu-
mozyten identifiziert werden konnten. Dagegen ließ sich keine Abknospung 
der Viren von Typ I Zellen beobachten. Diese Ergebnisse konnten durch unse-
re Kooperationspartner über immunhistologische Doppelfärbungen des viralen 
Proteins mit dem proSurfactantprotein C (proSP-C) als spezifischen Typ II 
Pneumozytenmarker bestätigt werden (Anhang I). Des Weiteren konnten sie 
zeigen, dass auch das hochpathogene H5N1-Virus und die pandemischen 
H1N1-Viren präferentiell Typ II Pneumozyten infizieren.  
Ergebnisse 
 
Abb. 3.28: Knospung von saisonalen H3N2-Viren von Typ II Pneumozyten in der hu-
manen Lunge. Lungenkulturen wurden für 24 h mit Pan/99 infiziert und anschließend für die 
elektronenmikroskopische Analyse aufgearbeitet. Viren (schwarze Pfeilspitzen), zelluläre Mikro-
villi (offene Pfeilspitzen) und Lamellarkörperchen (LK) sind indiziert.  
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Abb. 3.29: Aviäre Viren sind mit Pneumozyten Typ II assoziiert. Lungenkulturen wurden 
für 24 h mit Dk/Alb (A) oder mock (B) infiziert und anschließend für die elektronenmikroskopi-
sche Analyse aufgearbeitet. Viren (schwarze Pfeilspitzen), zelluläre Mikrovilli (offene Pfeilspit-
zen) und Lamellarkörperchen (LK) sind indiziert. 
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Durch Kontrollexperimente konnte durch unsere Kooperationspartner weiter-
hin gezeigt werden, dass Caveolin (als Pneumozyten Typ I Marker)-positive 
Zellen negativ für saisonale Influenzaviren sind (Anhang II). Neben infizierten 
Typ II Pneumozyten fanden sich für alle Viren auch infizierte Alveolar-
makrophagen, diese stellten jedoch eine Minderheit dar (Anhang III).  
Zusammenfassend infizieren überraschenderweise sowohl saisonale als auch 
aviäre, porzine und pandemische Influenzaviren vorwiegend Typ II Pneumozy-
ten. Damit ließen sich keine Unterschiede im Zelltropismus der verschiedenen 
Viren feststellen. 
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4 Diskussion 
Die meisten aviären und porzinen Influenzaviren sind im Menschen stark re-
stringiert (Beare und Webster 1991, Beare et al. 1972). Dennoch können avi-
äre Viren vom Subtyp H5N1 sporadisch auf Menschen übertragen werden, bei 
denen sie zu schweren Atemwegserkrankungen führen. Eine erfolgreiche 
Übertragung von tierpathogenen Influenzaviren bzw. einzelnen Genomseg-
menten dieser Viren auf den Menschen bildet die Grundlage für die Entste-
hung von pandemischen Virusstämmen. Es existieren Hinweise, dass die 
schwere Influenzapandemie von 1918 durch die Übertragung eines ursprüng-
lich aviären Virus auf den Menschen ausgelöst wurde (Taubenberger et al. 
1997) und auch Viren der Pandemien von 1957 und 1968 trugen Genomseg-
mente von aviären Stämmen (Kawaoka et al. 1989). Zur Untersuchung der 
Faktoren, die es einem aviären oder porzinen Virusstamm ermöglichen, sich in 
der Bevölkerung zu etablieren, wurden bisher vor allem Zellkultursysteme und 
Tiermodelle benutzt. Diese können den Verlauf einer Influenzavirusinfektion 
im Menschen jedoch nur begrenzt wiedergeben. Ziel der vorliegenden Disser-
tation war es daher ein humanes Lungenkulturmodell aus authentischem Pati-
entenmaterial zu etablieren, welches die Untersuchung von Influenzavirusin-
fektionen in humanem Gewebe ermöglicht. Durch einen systematischen 
Vergleich niedrigpathogener und hochpathogener aviärer, porziner und hu-
manpathogener Influenzaviren in diesem humanen Lungenkulturmodell und 
humanen primären und permanenten Zellen sollten Unterschiede im Infekti-
onszyklus der Viren, in der Aktivierung der angeborenen Immunität und dem 
Zelltropismus der Viren charakterisiert werden. Ein Einfluss des Zelltropismus 
auf die unterschiedliche Replikationseffizienz und Pathogenität der Viren wur-
de bereits diskutiert (Matrosovich et al. 2004, Ibricevic et al. 2006, Baskin et 
al. 2009, Dobrovolny et al. 2010). Baskin et al. zeigten, dass H5N1-Viren in 
infizierten Makakenlungen vorwiegend Typ II Pneumozyten infizierten (Baskin 
et al. 2009), die im Vergleich zu Typ I Zellen eine hohe metabolische Aktivität 
besitzen und damit große Virus- und Cytokinmengen produzieren könnten (s. 
Modell Abb. 4.1 A). Außerdem dienen Typ II Pneumozyten als Stammzellen 
der Typ I Zellen und sind damit essentiell für die Regenerierung der humanen 
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Lunge nach Schädigungen durch Pathogene oder Umwelteinflüsse. Daher 
wurde diskutiert, dass die bei H5N1-Infektionen beobachtete hohe Viruslast, 
die vermehrte Cytokininduktion und die starke Schädigung des Gewebes mit 
der Fähigkeit der H5N1-Viren Typ II Pneumozyten zu infizieren einhergeht 
(Baskin et al. 2009). Für humanpathogene Viren wurde dagegen gezeigt, dass 
sie präferenziell an Typ I Zellen binden, die nach Infektion möglicherweise auf 
Grund ihrer geringeren metabolischen Aktivität weniger Viruspartikel bilden 
könnten (s. Modell Abb. 4.1 B), welche sich leichter von der adaptiven Immu-
nität kontrollieren ließen (van Riel et al. 2007).  
 
Abb. 4.1: Postuliertes Modell zur Infektion von hochpathogenen aviären und saisona-
len Influenzaviren zu Beginn dieser Arbeit. (A) Hochpathogene aviäre Influenzaviren infi-
zieren Typ II Pneumozyten, die sich durch eine hohe metabolische Aktivität auszeichnen und 
große Virus- und Cytokinmengen produzieren. Die Infektion führt zudem zur Schädigung der 
Typ II Zellen, die damit ihrer regenerativen Fähigkeit nicht mehr nachkommen können. Dieses 
Szenario wäre mit einer hohen Pathogenität assoziiert. (B) Saisonale Influenzaviren infizieren 
dagegen eher Typ I Pneumozyten, die wegen ihrer geringen metabolischen Aktivität nur geringe 
Virus- und Cytokinmengen produzieren. Die im Rahmen der Infektion geschädigten Typ I Zellen 
können durch umliegende Typ II Zellen ersetzt werden. Dieses Szenario wäre mit einer niedri-
gen Pathogenität assoziiert. 
4.1 Etablierung eines humanen Lungenkulturmodells 
Die Untersuchung von Faktoren der Speziesbarriere der Influenzaviren erfolg-
te bisher meist unter Verwendung von Zelllinien und verschiedenen Tiermo-
dellen. Dennoch weisen gerade permanente Zelllinien große Nachteile auf. So 
spiegeln sie weder die dreidimensionale Struktur noch die verschiedenen mit-
einander interagierenden Zelltypen des humanen Respirationstraktes wider. 
Zudem weisen viele transformierte Zelllinien eine defekte oder überhöhte Typ 
I IFN-Signalkaskade auf und sind damit zur Untersuchung der adaptiven Im-
munität nur begrenzt geeignet (Desai et al. 2006; Diaz et al. 1988). Auch das 
häufig verwendete Mausmodell und das Frettchenmodell besitzen einige 
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Nachteile. So gehören Mäuse nicht zu den natürlichen Wirten der Influenzavi-
ren und sind damit vor allem für humanpathogene Influenzaviren ohne vorhe-
rige Adaptation nicht empfänglich. Dies korreliert mit dem Vorhandensein 
überwiegend SAα-2,3Gal im murinen Respirationstrakt, während der humane 
obere Respirationstrakt SAα-2,6Gal aufweist (Ibricevic et al. 2006; Shinya et 
al. 2006). Des Weiteren ergeben sich Unterschiede in den vorhandenen Cyto-
kinen zwischen Maus und Mensch. So wurde bisher in Mäusen kein einfaches 
IL-8 Homolog identifiziert, auch wenn MIP-2 und KC als funktionelle Homologe 
des IL-8 angesehen werden können (Iizasa und Matsushima 2000). Frettchen 
sind dagegen für humanpathogene Influenzaviren empfänglich und zeigen ei-
nen sehr ähnlichen Krankheitsverlauf wie der Mensch. Derzeit stehen jedoch 
nur sehr wenige Antikörper für entsprechende Frettchenproteine zur Verfü-
gung, was eine detaillierte Untersuchung im Frettchen erschwert. Aus dieser 
Motivation heraus wurde versucht ein Modell zu entwickeln, welches die In-
fluenzavirusinfektion im humanen Respirationstrakt möglichst nah wiedergibt. 
Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte humane Lungenkulturmodell spiegelt 
die natürliche dreidimensionale Struktur der humanen Lunge wieder. Zudem 
finden sich in diesem Modell die vielfältigen Zelltypen der Lunge in ihrer natür-
lichen Anordnung im Gewebeverbund wieder. Im Gegensatz zu Zelllinien, die 
aus genetisch identischen Zellen bestehen, kann daher in Lungenkulturen die 
Interaktion der verschiedenen Zelltypen in der humanen Lunge näher unter-
sucht werden. Lektinfärbungen demonstrierten das Vorhandensein von aviä-
ren und humanen Rezeptoren in dem Lungenmodell (Ergebnisse Anne Be-
cher). Dies korrelierte mit der Empfänglichkeit für humanpathogene 
Influenzaviren.  
Eine Einschränkung ist, dass das Lungenmaterial, obwohl es selbst tumorfrei 
war, zumeist von Krebspatienten stammte und damit von Patienten tenden-
ziell älteren Alters, die häufig Zigarettenrauch ausgesetzt waren, oft an COPD 
(chronischer obstruktiver Lungenerkrankung) litten und häufig vor der Opera-
tion mit Steroiden behandelt wurden. In Mausstudien wurde beobachtet, dass 
eine Belastung mit Rauch die Cytokininduktion beeinflussen kann (Bauer et al. 
2010). Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass patientenspezifische 
Faktoren z. B. die gemessenen Cytokinmengen quantitativ beeinflussen. Bei 
den hier durchgeführten Studien konnten allerdings keine gravierenden Unter-
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schiede zwischen Raucher- und Nichtraucherlungen hinsichtlich Replikation, 
Zelltropismus und Cytokininduktion festgestellt werden, sodass auf eine Un-
terscheidung der beiden Proben verzichtet wurde. Auch ergaben sich keine 
auffälligen Unterschiede im Replikationsverhalten der Viren zwischen Patien-
ten mit COPD-Diagnose und Patienten ohne diese Diagnose. Dennoch wurde 
versucht, überwiegend Lungen von Patienten ohne COPD-Diagnose in die Stu-
die einzubeziehen.  
Zusammenfassend ermöglicht das hier etablierte Lungenkulturmodell die Un-
tersuchung der Influenzaviren und der nichtadaptiven Immunantwort in au-
thentischem Lungenmaterial und stellt damit ein wertvolles Modell zur Unter-
suchung verschiedenster Fragestellungen dar. Ähnliche humane 
Lungenkulturen wurden bereits zur Untersuchung verschiedener Bakterien  
(z. B. C. pneumoniae, B. anthracis) und Adenoviren benutzt (Rupp et al. 
2004, Dromann et al. 2010, Booth et al. 2004, Chakrabarty et al. 2007). Auch 
für Influenzaviren gibt es erste Publikationen, in denen ein ähnliches Modell 
benutzt wurde (Wu et al. 2010, Chan et al. 2010, Jia et al. 2010, Chan et al. 
2009, Nicholls et al. 2007). 
4.2 Aviäre, porzine und humanpathogene Influenza-A-Viren 
zeigen deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer 
Vermehrung in humanen Zell- und Lungenkulturen 
Das im Rahmen dieser Studie etablierte Lungenmodell gab die Empfindlichkeit 
von Menschen gegenüber den verschiedenen Virusstämmen erstaunlich genau 
wieder. So replizierten die saisonalen Influenzaviren in den Lungenkulturen 
effizient. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich das hochpathogene 
H5N1-Virus Thai/04 zu hohen Titern im Lungenmodell vermehrte. Ebenso 
wurde bei H5N1-Infektionen in Menschen und Primaten eine hohe Viruslast in 
der Lunge beschrieben (de Jong et al. 2006, Maines et al. 2005, Baskin et al. 
2009). Im Gegensatz dazu wurden bei Menschen, die experimentell mit 
niedrigpathogenen aviären oder klassisch porzinen Viren infiziert wurden, nur 
sehr geringe Virustiter nachgewiesen (Beare und Webster 1991, Beare et al. 
1972). Dies korreliert mit den in dieser Studie sehr geringen Virustitern im 
Lungenkulturüberstand nach Infektion mit dem niedrigpathogene aviären Vi-
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rus Dk/Alb und dem klassischen Schweinevirus Sw/Wis. Nach Infektion von 
A549-, Detroit-, NHBE- und B2B-Zellen mit Dk/Alb oder Sw/Wis ließen sich 
ebenfalls nur sehr geringe Virustiter im Überstand nachweisen. Lediglich auf 
Calu-3-Zellen replizierten beide Viren effizient. Dies zeigt, dass beide Viren an 
sich keinen Defekt besitzen sondern in geeigneten Zellen replikationsfähig 
sind. Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass sich aviäre Viren 
in A549-Zellen weniger effizient als humanpathogene Viren replizieren 
(Hayman et al. 2006, Hayman et al. 2007). Als Ursache für die geringe Ver-
mehrungsfähigkeit aviärer Influenzaviren wurde lange Zeit die Rezeptorspezi-
fität der aviären HA-Proteine und eine fehlende Adaptation der aviären Poly-
merase diskutiert (Connor et al. 1994, Couceiro et al. 1993, Gabriel et al. 
2007, Rogers und Paulson 1983, Subbarao et al. 1993, Shinya et al. 2004, 
Hatta et al. 2001). Es konnte jedoch kürzlich gezeigt werden, dass in der hu-
manen Lunge sowohl aviäre als auch humane Rezeptoren exprimiert werden 
(Shinya et al. 2006, van Riel et al. 2006). Gegenüber der traditionellen An-
sicht der Rezeptorspezifität als Erklärung der ineffektiven Replikation aviärer 
Viren im Menschen hatten diese Ergebnisse einen Paradigmenwechsel zur Fol-
ge, da die Rezeptorspezifität für die Etablierung der Infektion keine Rolle mehr 
spielt. Der Rezeptorbesatz der hier verwendeten Lungenkulturen und Zellen 
wurde mittels immunhistologischen und FACS-Analysen mit spezifischen Lek-
tinen untersucht. Auch wenn dieses experimentelle System es nicht erlaubt 
die relative Expression von α-2,3SA und α-2,6SA zu vergleichen, da die be-
nutzen Lektine verschiedene Affinitäten zu ihren Liganden haben könnten, 
konnte gezeigt werden, dass zumindest beide Rezeptoren im humanen Lun-
genmodell und in NHBE-, A549-, Detroit- und Calu-3-Zellen exprimiert werden 
(Abb. 3.6, Ergebnisse Anne Becher, Cashman et al. 2004, Zeng et al. 2007). 
Dies wurde dadurch bestätigt, dass sowohl in Lungenkulturen als auch in 
A549-Zellen mit Dk/Alb und Sw/Wis infizierte Zellen in der Immunfluoreszenz 
nachweisbar waren.  
Die pandemischen H1N1-Viren replizierten vergleichbar zu dem saisonalen 
H1N1-Virus in den Lungenkulturen. Vergleicht man jedoch die maximal er-
reichten Titer mit denen des hochpathogenen H5N1-Virus, lässt sich ein etwa 
10 bis 100fach niedrigerer Titer für die pandemischen Viren feststellen. Auch 
in Patienten mit schweren pandemischen H1N1-Verläufen wurden keine über-
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mäßigen Mengen Virus in Lungenaspiraten gefunden und der Krankheitsver-
lauf war unabhängig von der Viruslast (Arankalle et al. 2010). Es war nicht 
möglich durch mehrfache Passage der pandemischen Viren eine Erhöhung des 
Virustiters zu erreichen. Dies spricht entweder für eine bereits bestehende 
relativ gute Adaptation an den Menschen oder aber dafür, dass die Hürde zur 
Anpassung relativ hoch ist. Desweiteren fanden sich jedoch auch Unterschiede 
innerhalb saisonaler Viren. So replizierte das saisonale NC/99 H1N1-Virus zu 
etwa einer log10 Stufe geringer als das saisonale Pan/99 H3N2-Virus. Nahezu 
identische Ergebnisse wurden bereits in Schweinelungenkulturen beschrieben 
(Van Poucke et al. 2010). Die Ursache hierfür ist jedoch derzeit unklar. 
4.3 Ursachen der Restriktion niedrigpathogener aviärer 
 Influenzaviren in humanen Zellen 
4.3.1 Proteine des niedrigpathogenen aviären Virus werden 
 synthetisiert 
Trotz seiner ineffizienten Replikation konnten für das niedrigpathogene aviäre 
Virus die viralen Proteine M1, NP, NS1, NS2 und HA in infizierten Zellen nach-
gewiesen werden. Die Polymerasekomplexe konnten nicht direkt detektiert 
werden, ihr Vorhandensein wurde aber durch die gelungene Expression der 
gefundenen Proteine indirekt bestätigt. Die untersuchten viralen Proteine ent-
sprachen in Lokalisation und Quantität denen des saisonalen Virus. Auch für 
einige andere aviäre Viren wie das FPV/Rostock (H7N1) wurde bereits gezeigt, 
dass bei einer Infektion von Säugerzellen virale Gene exprimiert werden ob-
wohl die Viren sich nicht effektiv vermehren (Almond 1977). Damit erfolgt die 
Attenuierung der Viren entweder im späten Infektionszyklus oder auf der Stu-
fe der Infektion der zweiten Zelle. Für FPV/Rostock wurde in humanen HeLa 
229-Zellen gezeigt, dass es im späten Infektionsverlauf zu einem fehlerhaften 
Transport der HA-Proteine zur Zellmembran kommt, so dass sich die Viren 
nicht richtig zusammenlagern und von der Membran abschnüren können 
(Portincasa et al. 1990). Für das in dieser Arbeit untersuchte Dk/Alb-Virus 
konnte jedoch mittels der Elektronenmikroskopie die Bildung und Abschnü-
rung der Virionen an der Zelloberfläche nachgewiesen werden. Für Dk/Alb 
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wurden außerdem im HA-Test Virionen im Zellkulturüberstand bzw. Lungen-
kulturüberstand nachgewiesen. Somit scheint das hier untersuchte aviäre Vi-
rus in der ersten Infektionsrunde Virionen produzieren zu können und die ge-
zeigte ineffiziente Replikation möglicherweise in einer Unfähigkeit der 
Initiierung der zweiten Infektionsrunde begründet.  
4.3.2 Gebildete Virionen des niedrigpathogenen aviären Virus 
 sind zum größten Teil nicht infektiös 
Für eine erfolgreiche weitere Infektionsrunde müssen einerseits genügend 
infektiöse Partikel vorhanden sein und diese andererseits auf eine Zelle tref-
fen, die sich nicht in einem antiviralen Zustand befindet. Es ist bekannt, dass 
bei einigen Viren wie z. B. Adenoviridae, Papilloma-, Polio- und Simianvirus 40 
nur ein Bruchteil aller gebildeten Viruspartikel infektiös ist (Flint et al. 2004). 
Auch bei Influenzaviren geht man davon aus, dass nur einer von 20 bis 50 
Partikeln infektiös ist (Flint et al. 2004). Auffällig ist jedoch, dass die Virionen 
des aviären Dk/Alb-Virus im Überstand infizierter A549-Zellen und Lungenkul-
turen ein deutlich geringeres pfu-zu-HAP-Verhältnis und damit eine deutlich 
verringerte Infektiösität als Virionen des saisonalen Virus aufweisen. Dieses 
starke Missverhältnis von pfu zu HAP lässt sich in den verwendeten Dk/Alb-
Virusstocks nicht feststellen. 
Morphologisch ließen sich mit der hier verwendeten elektronenmikroskopi-
schen Darstellung keine Unterschiede zwischen Virionen aviärer und saisona-
ler Viren in A549-Zellen und Lungenkulturen erkennen. Daher stellte sich die 
Frage, warum sich die Virionen des aviären Virus von denen des saisonalen 
Virus so drastisch in ihrer Infektiösität unterscheiden. Damit ein Viruspartikel 
infektiös und im Plaquetest nachweisbar ist, benötigt es alle acht vRNAs sowie 
die viralen Proteine, zudem muss das HA in gespaltener Form vorliegen. Da-
her wurden die Virionen auf Protein- und RNA-Ebene näher charakterisiert. 
Dabei konnten M1, NP und HA0 in Virionen von aviären und saisonalen Viren 
nachgewiesen werden. Die Mengen der exprimierten Proteine waren zwischen 
den Virionen beider Viren etwa vergleichbar. Damit unterscheiden sich die Vi-
rionen aviärer und saisonaler Influenzaviren auf Proteinebene vermutlich 
nicht.  
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Für eine erfolgreiche Infektion muss das HA0 in HA1 und HA2 durch Serinpro-
teasen gespalten werden. Die Spaltung erfolgt dabei für humane und niedrig-
pathogene aviäre Viren an einem Arginin in der Sequenz Q/E-X-R durch im 
Respirationstrakt exprimierte Serinproteasen wie z. B. TMPRSS2 und HAT 
(Bottcher et al. 2006). Es wurde gezeigt, dass bei der Spaltung auch die um-
liegenden AS in der Erkennungssequenz und die Zugänglichkeit der Spaltstelle 
eine wesentliche Rolle spielen (Webster und Rott 1987). Letztere kann z. B. 
durch Glykosilierungen beeinträchtigt werden, die sich zwischen Virusstäm-
men deutlich unterscheiden können. Sowohl Pan/99-HA als auch Dk/Alb-HA 
wurde jedoch im Lungenmodell genauso gespalten wie durch exogen zugefüg-
tes TPCK-Trypsin (Abb. 3.17), wenn auch im Falle des saisonalen HAs etwas 
effizienter. Da für eine erfolgreiche Membranfusion etwa drei bis vier HA-
Trimere benötigt werden (Danieli et al. 1996), sollte die Anzahl gespaltener 
HAs für die Infektiösität der Virionen auch bei nicht vollständiger Spaltung 
aller HA-Proteine ausreichen. 
In frühen Studien wurde berichtet, dass defekte und damit nicht infektiöse 
Influenzapartikel weniger RNA enthalten als infektiöse Partikel (Ada und Perry 
1956, Ada und Perry 1955). Im Rahmen dieses Projektes wurden in aus infi-
zierten A549-Zellkulturüberständen aufgereinigten Virionen aviärer und saiso-
naler Viren die Segmente M und PB2 auf RNA-Ebene mittels quantitativer „real 
time PCR“ untersucht, dabei konnten nur sehr geringe quantitative Unter-
schiede festgestellt werden (Ergebnisse Anne Becher). Es ist nicht auszu-
schließen aber sehr unwahrscheinlich, dass ein anderes hier nicht untersuch-
tes Segment in defekten Partikeln fehlt. Crumpton et al. konnten bereits 1978 
zeigen, dass in Präparationen mit vielen defekten Influenzapartikeln die Men-
ge der drei großen Segmente (PB1, PB2 und PA) deutlich reduziert ist. Diese 
Reduktion ging einher mit dem vermehrten Auftreten kleinerer RNA-Stücke, 
die 5’- und 3’-terminalen Fragmenten vor allem der drei großen RNA-
Segmente entsprechen (Crumpton et al. 1978, Skehel und Hay 1978, 
Jennings et al. 1983). Des Weiteren wurden Mutationen im NS2 mit einem 
fehlenden PA-Segment und damit defekten Virionen assoziiert (Odagiri und 
Tobita 1990). Dabei wurde vor allem ein Threonin an der Position 32 für eine 
fehlerhafte Replikation des PA-Segmentes verantwortlich gemacht (Odagiri et 
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al. 1994). Sequenzvergleiche zeigten jedoch, dass das hier untersuchte 
Dk/Alb-Virus diese Mutation nicht aufweist.  
Der Zeitraum, über den Virionen ihre infektiösen Eigenschaften behalten, 
nimmt mit zunehmender Temperatur ab, was vermutlich durch RNA-
Strangbrüche verursacht wird (Brown et al. 2009, Szretter et al. 2006, De 
Flora und Badolati 1973). Diese Thermostabilität kann sich sowohl zwischen 
Subtypen als auch zwischen einzelnen Isolaten unterscheiden (Brown et al. 
2009, Brown et al. 2007, Stallknecht et al. 1990). Eine Möglichkeit die in die-
ser Arbeit beobachteten Unterschiede in der Infektiösität der Virionen aviärer 
und humanpathogener Influenzaviren zu erklären, könnte also in unterschied-
lichen Thermostabilitäten der beiden Viren zu sehen sein. Beide Viren zeigten 
jedoch eine ähnlich verlaufende Abnahme der Infektiösität mit zunehmender 
Inkubation bei 37°C, sodass die unterschiedlichen Infektiösitäten der Virionen 
aviärer und humanpathogener Influenzaviren vermutlich nicht durch Unter-
schiede in der Thermostabilität verursacht werden (Anhang IV). 
Die Virionen des hier untersuchten Dk/Alb-Virus unterschieden sich in Mor-
phologie, Proteinzusammensetzung, Spaltbarkeit der HA-Proteine und Ther-
mostabilität kaum von Virionen des saisonalen Stammes. Ob die geringere 
Infektiösität der Virionen des aviären Virus auf ein fehlendes oder verkürztes 
RNA-Segment oder auf eine lethale Mutation in diesem zurückzuführen ist, 
wäre durch weitere Studien mit Hilfe von „real-time“ PCR und Sequenzierung 
oder auch durch morphologische Untersuchungen mittels Elektronencryoto-
mographie zu zeigen.  
4.4 Aktivierung der angeborenen Immunantwort durch aviäre, 
porzine und humanpathogene Influenzaviren 
4.4.1 Cytokininduktion aviärer, porziner und humanpathogener
 Influenzaviren 
Die angeborene Immunantwort schließt die Cytokinausschüttung von residen-
ten Zellen ein, die wichtig für die Rekrutierung und Aktivierung von Immun-
zellen und die Initiierung der adaptiven Immunreaktion sind. Während eine 
ausbalancierte Cytokinantwort normalerweise der Pathogeneliminierung dient, 
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kann sie bei einer Überstimulation zu schweren immunpathologischen Organ-
schäden führen wie sie z. B beim ARDS („acute respiratory distress syndro-
me“) auftreten. ARDS wurde bei Patienten mit einer H5N1-Infektion beschrie-
ben und H5N1-Infektionen wurden beim Menschen mit einer hohen 
Cytokininduktion assoziiert (de Jong et al. 2006, Peiris et al. 2004). Dabei 
wurde vor allem eine erhöhte Menge an IL-6, IL-8, IP-10, IFN-λ, RANTES und 
TNF-α im Plasma festgestellt verglichen mit einer unkomplizierten Influenzain-
fektion (Peiris et al. 2004, To et al. 2001, de Jong et al. 2006). Auch in H5N1-
infizierten primären Makrophagen, isolierten Typ II Pneumozyten und NHBE-
Zellen wurde diese vermehrte Hypercytokämie beschrieben (Chan et al. 2005, 
Cheung et al. 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurde entsprechend sowohl in 
dem Lungenkulturmodell als auch den primären Zellen und humanen Zellkul-
turen eine verstärkte Cytokinantwort nach Infektion mit Thai/04 beobachtet 
(Abb. 3.20 - Abb. 3.23). Die im Vergleich zu Pan/99 vermehrte Induktion von 
IFN-β auf Calu-3 Zellen widerspricht einer früheren Publikation von Zeng et al. 
in der gezeigt wurde, dass eine H5N1-Infektion zu einer attenuierten IFN-β 
Antwort führt (Zeng et al. 2007). Diese unterschiedlichen Ergebnisse könnten 
zum einen auf die unterschiedlichen Virusstämme, zum anderen aber auch auf 
unterschiedliche Infektionsdosen (moi 1 versus moi 0,01) zurückzuführen 
sein. Unterschiede zwischen verschiedenen H5N1-Stämmen konnten bereits in 
früheren Studien unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden (Matthaei 2010). 
Interessanterweise wurde auch für das niedrigpathogene Dk/Alb-Virus eine 
vermehrte Cytokinantwort auf den Lungenkulturen beobachtet. Eine kürzlich 
publizierte Studie zeigte, dass eine Rezeptorpräferenz eines H5N1-
Influenzavirus für SAα-2,3Gal mit einer vermehrten Cytokininduktion assozi-
iert ist (Ramos et al. 2011). So induzierte ein wildtypisches H5N1-Virus mit 
aviärer Rezeptorbindung deutlich mehr Cytokine in DCs, Makrophagen und 
NHBEs als eine strikt α-2,6-bindende Virusmutante (HA:Q226L/G228S). Auch 
für das hier verwendete Dk/Alb-Virus konnte mittels HA-
Rezeptorbindungsassays eine starke SAα-2,3Gal-Bindung nachgewiesen wer-
den, die zu einer vermehrten Cytokininduktion führen könnte. Eine weitere 
Erklärung für die erhöhte Cytokininduktion der aviären Viren könnte in der 
Sequenz des viralen Genoms liegen. Greenbaum et al. erkannten in einer phy-
logenetischen Studie, dass das Sequenzmotiv A/U-CG-A/U häufig im Genom 
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des pandemischen Virus von 1918 und damit eines Virus aviären Ursprungs 
auftrat, jedoch mit anhaltender Zirkulation im Menschen über die Zeit elimi-
niert wurde (Greenbaum et al. 2008). Auffällig ist, dass dieses Motiv in Säu-
gergenen und Genomen humanpathogener Influenzaviren unterrepräsentiert 
ist, während es bei Vögeln und aviären Influenzaviren deutlich häufiger anzu-
treffen ist. Jimenez-Baranda et al. beobachteten, dass diese RNA-Motive die 
Aktivierung von pDCs und damit die Sekretion von IFN-α wahrscheinlich über 
TLR7-Aktivierung induzieren können (Jimenez-Baranda et al. 2011).  
Die pandemischen H1N1-Viren 2009 induzierten sowohl in den Zellkulturen als 
auch in den Lungenkulturen und primären NHBE-Zellen eine mit saisonalen 
Viren vergleichbar niedrige Cytokinmenge. Ebenso konnten Österlund et al. 
zeigen, dass ein pandemisches H1N1-Virus 2009 in primären humanen DCs 
und Makrophagen nur schwach IFN-α, IFN-β, IFNλ1 und IP-10 induzierte 
(Osterlund et al. 2010).  
Für die saisonalen Viren zeigte sich im Vergleich zu nicht infizierten Proben 
eine leichte Induktion der Chemokine IP-10 (~8fach), IL-8 (~1,4fach) und 
MIP-1β (~1,4fach). Auch Wu et al. zeigten in einem humanen Lungenkultur-
modell, dass saisonale H3N2- und H1N1-Viren MIP-1α/β, IL-8 und IP-10 indu-
zieren, wobei IP-10 und MIP-1α sowohl in Makrophagen als auch in epithelia-
len Zellen induziert werden. Im Rahmen einer Influenzavirusinfektion kommt 
es zunächst zu einer Einwanderung von Neutrophilen und im weiteren Verlauf 
zudem von Monozyten aus der Blutbahn ins Alveolargewebe (Van Reeth 
2000). Die im Lungenmodell gezeigte Induktion des auf Neutrophile chemo-
taktisch wirkenden IL-8 lässt sich gut in Einklang mit dieser frühen Neutrophi-
leneinwanderung bringen. MIP-1β wirkt chemotaktisch auf Monozyten und 
seine Induktion korreliert mit der Einwanderung von Monozyten (Haesebrouck 
et al. 1985, Van Reeth 2000). Das induzierte Chemokin IP-10 wirkt mögli-
cherweise auf Lymphozyten, die im späten Infektionszyklus in der Lunge 
nachweisbar sind (Haesebrouck et al. 1985, Van Reeth 2000) und ist damit für 
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4.4.2 Induktion des interferonstimulierten Gens ISG15 
Im hier vorgestellten Lungenmodell war es möglich, auch komplexe Signalwe-
ge der angeborenen Immunantwort wie die Induktion von ISG15 und dessen 
Konjugierung an verschiedene Zielproteine zu untersuchen. So führte die In-
kubation des Lungengewebes mit IFN-α sowohl zu einer vermehrten Expressi-
on von ISG15 als auch zu einem Anstieg der ISG15-Konjugate. Dies zeigt, 
dass auch die ISG15-konjugierenden Enzyme E1, E2 und E3 im Lungenmodell 
durch IFN-Behandlung induziert werden. Auch nach Infektion mit dem hoch-
pathogenen Thai/04-Virus ließ sich eine deutliche Induktion von ISG15 und 
dessen Konjugaten in Lungenkulturen beobachten, die mit der vermehrten 
Induktion der Typ I IFNe durch Thai/04 korrelierte. Die im Gegensatz dazu 
beobachtete geringe Induktion von ISG15 und ISG15-Konjugaten nach Infek-
tion mit dem saisonalen H3N2-Virus korreliert ebenfalls mit der moderaten 
Typ I IFN-Induktion verbunden mit einer moderaten bis starken ISG15-
Induktion und ISG15-Konjugation. Der beobachtete Unterschied in der ISG15-
Induktion zwischen den untersuchten Proben deutet vermutlich auf die Vari-
anz zwischen verschiedenen Patienten und/oder Lungenkulturen hin. Für eine 
eindeutige Aussage müssten daher weitere Patientenproben mit einbezogen 
werden. Auffällig ist, dass entgegen den Befunden in den Lungenkulturen, in 
A549-Zellen trotz der unterschiedlichen und teilweise sehr geringen Typ I IFN-
Induktion alle Viren ISG15 in vergleichbaren Mengen induzierten. Dies weist 
darauf hin, dass für die ISG15-Induktion nur sehr geringe Mengen an IFN vor-
handen sein müssen oder/und dass die ISG15-Induktion hier unabhängig von 
IFN z. B. über IRF7 oder IRF-3 erfolgen könnte (Schmid et al. 2010, Servant 
et al. 2002). Bei der ISG15-Konjugation in A549-Zellen ließen sich leichte Un-
terschiede zwischen den verschiedenen Viren feststellen. So zeigten Thai/04 
und Dk/Alb im Vergleich zu dem saisonalen Stamm eine leicht vermehrte Kon-
jugation. Warum diese Unterschiede bei den A549-Zellen nur sehr gering und 
bei den Lungenkulturen sehr deutlich sind, ist derzeit unklar. Eine Möglichkeit 
besteht darin, dass das primäre Lungengewebe fähig ist viel differenzierter 
auf eine Virusinfektion und IFN-Ausschüttung zu reagieren als A549-Zellen. 
Die für alle Viren beobachtete geringere ISG15-Expression in infizierten A549-
Zellen könnte auch einerseits durch den influenzavermittelten „host cell shu-
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toff“ (Gale et al. 2000) oder andererseits durch eine Inhibierung des IFN-
Signalweges (Wolff und Ludwig 2009) durch die Viren hervorgerufen werden. 
Bei einer möglichen Inhibierung des IFN-Signalweges spielt jedoch dass virale 
NS1 kaum eine Rolle, da bei Viren ohne vorhandenem NS1 ebenfalls eine ge-
ringere ISG15-Expression in infizierten Zellen zu sehen war. Da dieses Phä-
nomen im Rahmen dieser Arbeit für alle Virusstämme zu beobachten war, ist 
davon auszugehen, dass es hier keine virusspezifischen Unterschiede gibt, die 
für die Restriktion der porzinen und aviären Viren in A549-Zellen eine große 
Rolle spielen könnten. 
4.5 Aviäre und humanpathogene Influenzaviren infizieren in 
der humanen Lunge vorwiegend Typ II Pneumozyten  
Unterschiede im Zelltropismus wurden in Zusammenhang mit Unterschieden 
in der Replikation diskutiert (Matrosovich et al. 2004, Ibricevic et al. 2006, 
Baskin et al. 2009, Dobrovolny et al. 2010). So wiesen mathematische Model-
le nach, dass ein spezieller Zelltropismus die Influenzavirusreplikation beein-
flussen kann (Dobrovolny et al. 2010). Zudem zeigten Studien an rekonstitu-
iertem Tracheobronchialepithel, dass aviäre Viren zunächst vorwiegend cilierte 
Zellen infizierten, während humanpathogene Viren hauptsächlich nichtcilierte 
Zellen infizierten, die eine erhöhte Proteinsynthese aufweisen und damit hö-
here Virustiter generieren könnten (Matrosovich et al. 2004, Ibricevic et al. 
2006). Zudem wurde gezeigt, dass H5N1-Viren in infizierten Makaken vorwie-
gend Typ II Pneumozyten infizieren (Baskin et al. 2009), während für human-
pathogene Viren beschrieben wurde, dass sie präferenziell an Typ I Zellen bin-
den (van Riel et al. 2007). Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt 
werden, dass die primären Zielzellen für humanpathogene Viren Typ II Pneu-
mozyten sind. Dieses Ergebnis wurde durch elektronenmikroskopische Analy-
sen abknospender Viren gewonnen, wobei Typ II Pneumozyten morphologisch 
eindeutig durch das Vorhandensein von Lamellarkörperchen identifiziert wer-
den konnten. Dies wurde zudem durch immunhistologische Analysen (mit 
spezifischen Markerantigenen) unserer Kooperationspartner bestätigt (Anhang 
I und II). Im Gegensatz dazu erfolgte die Differenzierung von Typ I und Typ II 
Zellen in der Studie von van Riel et al. nur morphologisch. Im Rahmen dieser 
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Arbeit wurde die Bindung der Viren an mögliche Zielzellen nicht untersucht, 
daher kann eine reine Bindung des saisonalen Virus an Typ I Pneumozyten 
nicht ausgeschlossen werden. Dennoch zeigen unsere Daten eindeutig, dass 
die infizierten Zellen hauptsächlich Typ II Pneumozyten sind. 
Im Rahmen dieser Arbeit und durch unsere Kooperationspartner konnte eben-
falls gezeigt werden, dass sowohl hochpathogene aviäre H5N1-Viren als auch 
das niedrigpathogene aviäre Virus präferenziell Typ II Pneumozyten infizieren 
(Abb. 3.29 und Anhang I). Letzteres Ergebnis steht im Einklang mit einer Stu-
die von van Riel et al. in der eine vermehrte Bindung aviärer H5N9- und 
H6N1-Viren an Typ II Zellen gezeigt wurde (van Riel et al. 2007).  
Für die porzinen und pandemischen Viren konnte durch unsere Kooperations-
partner ebenfalls gezeigt werden, dass sie hauptsächlich Typ II Pneumozyten 
infizieren (Anhang I). Dieses wird durch eine histologische Untersuchung an 
100 tödlich verlaufenden Fällen der 2009 Pandemie gestützt (Shieh et al. 
2010). Auch konnte in einer elektronenmikroskopischen Studie eine vermehr-
te Assoziierung pandemischer Viren mit Typ II Pneumozyten gezeigt werden 
(Basu et al. 2011). 
Zusätzlich konnten für alle Viren auch influenzapositive Makrophagen gefun-
den werden (Anhang III). Da diese nicht nach Infektion mit UV-inaktivierten 
Viren identifiziert wurden (Daten nicht gezeigt) ist davon auszugehen, dass 
auch Makrophagen von humanpathogenen und aviären Influenzaviren infiziert 
werden. Es wurde bereits gezeigt, dass primäre humane Alveolarmakropha-
gen empfänglich für Infektionen mit humanpathogenen und aviären Influen-
zaviren sind (Yu et al. 2011). Dennoch stellen infizierte Makrophagen in den 
Lungenkulturen nur einen Bruchteil aller infizierten Zellen dar und tragen da-
her wahrscheinlich nicht merkbar zu den gemessenen Virustitern bei, könnten 
jedoch an der gemessenen Cytokininduktion beteiligt sein. 
Der Befund, dass humanpathogene, aviäre und porzine Viren alle fast aus-
schließlich Typ II Pneumozyten infizieren zeigt, dass die in Zusammenhang 
mit H5N1-Infektionen beobachtete vermehrte Virusreplikation und Pathogeni-
tät im Menschen nicht alleine durch die Fähigkeit erklärt wird, Typ II Pneumo-
zyten zu infizieren. Weitere Studien sind nötig, um einen genaueren Einblick 
in die komplexe Pathogenität hochpathogener H5N1-Viren zu bekommen.  
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4.6 Ineffektive Replikation des niedrigpathogenen aviären 
 Virus und effektive Replikation des saisonalen und 
 hochpathogenen Virus - ein Modell 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein niedrigpathogenes 
aviäres Virus in humanen Lungenkulturen zwar zur Infektion von Typ II  
 
Abb. 4.2: Modell zur ineffektiven und effektiven Replikation aviärer und saisonaler 
Influenzaviren in der Alveole. (A) Das niedrigpathogene aviäre Virus infiziert effektiv Typ II 
Pneumozyten und bildet Nachkommenviren (a). Ein Großteil der abknospenden Virionen ist 
jedoch nicht infektiös. Die Infektion führt außerdem zu einer starken Cytokininduktion, die in 
den umliegenden Zellen einen antiviralen Status induziert und zudem residente Alveolar-
makrophagen (AM) zur weiteren Cytokinsekretion stimuliert. Treffen die wenigen gebildeten 
infektiösen Viruspartikel auf Zellen die sich im antiviralen Status befinden (b) oder treffen 
nichtinfektiösen Viruspartikel auf empfängliche Zellen (c), kommt es zu keiner effektiven Repli-
kation. (B) Das saisonale Virus infiziert ebenfalls Typ II Pneumozyten und bildet infektiöse 
Nachkommenviren (a), die die umliegenden Zellen infizieren (b) und somit zu einer effektiven 
Replikation führen. (C) Das hochpathogene aviäre Virus infiziert ebenfalls Typ II Pneumozyten 
produktiv, führt jedoch im Gegensatz zum saisonalen Virus zu einer starken Cytokininduktion in 
den Zellen (a). Dennoch infizieren die Nachkommenviren die umliegenden Zellen produktiv (b) 
und es kommt zu einer effizienten Replikation. 
Pneumozyten in der Lage war, aber die gebildeten Nachkommenviren jedoch 
zum größten Teil nicht infektiös waren. Gleichzeitig führte die Infektion zu ei-
ner starken Cytokininduktion. Die wenigen gebildeten infektiösen Viruspartikel 
treffen damit meist auf sich bereits im antiviralen Zustand befindende Zellen, 
wodurch sich das niedrigpathogene aviäre Virus vermutlich nur sehr ineffizient 
vermehren kann (Abb. 4.2 A). Auch saisonale und hochpathogene aviäre In-
fluenzaviren infizierten vorwiegend Typ II Pneumozyten, produzierten im Ge-
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gensatz zu dem niedrigpathogenen aviären Virus aber viele infektiöse Nach-
kommenviren, die die umliegenden Zellen produktiv infizieren können. Diese 
produktive Infektion erfolgte für das hochpathogene aviäre Virus trotz der 
vermehrt induzierten Cytokine - wahrscheinlich durch ein Zusammenspiel von 
einem einerseits sehr schnellen Infektionszyklus mit der Bildung sehr vieler 
Nachkommenviren, die bereits umliegende Zellen infizieren bevor in diesen 
ein antiviraler Zustand erreicht wurde und/oder einer andererseits aktiven 
Inhibierung antiviral wirkender Faktoren in infizierten Zellen. 
 Abschließend verdeutlicht das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Lun-
genkulturmodell mit der Fähigkeit selektiv die Influenzavirusreplikation zu un-
terstützen und die Cytokininduktion im Patienten zu imitieren den Wert von ex 
vivo Modellen um Einblicke in die virale Pathogenität im Menschen zu bekom-
men. Zudem zeigen gerade die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Unter-
schiede in der Influenzavirusreplikation und Cytokininduktion zwischen ver-
schiedenen Zelllinien die Wichtigkeit primärer und physiologisch relevanter 
Modelle. Das Lungenmodell stellt damit ein wichtiges Instrument für zukünfti-
ge Studien z. B. zur Analyse verschiedener Therapeutika wie Neuraminida-
seinhibitoren dar.  
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Saisonale, aviäre, porzine und pandemische Influenzaviren infizieren hauptsächlich 
Typ II Pneumozyten. Lungenkulturen wurden für 24 h mit den angegebenen Viren infiziert 
und anschließend für die immunhistologische Analyse aufgearbeitet. Schnitte wurden mit einem 
anti-Influenza-AK (grün) und einem proSP-C-AK (rot) inkubiert. Maßstab 50µm (Ergebnisse 








Saisonale Influenzaviren infizieren keine Typ I Pneumozyten. Lungenkulturen wurden 
für 24 h mit Pan/99 infiziert und anschließend für die immunhistologische Analyse aufgearbei-
tet. Schnitte wurden mit einem anti-Influenza-AK (grün) und einem anti-Caveolin 1-AK (rot) 











Saisonale, aviäre, porzine und pandemische Influenzaviren können in Alveolar-
makrophagen nachgewiesen warden. Lungenkulturen wurden für 24 h mit den angegebe-
nen Viren infiziert und anschließend für die immunhistologische Analyse aufgearbeitet. Schnitte 
wurden mit einem anti-Influenza-AK (grün) und einem anti-CD68-AK (rot) inkubiert (Ergebnis-












Thermostabilität Virionen aviärer und saisonaler Influenzviren bei 37°C. 4x105pfu des 
aviäre und des saisonale Viren wurden bei 37°C in RPMI-Medium inkubiert und die Menge infek-
tiöser Partikel zu den angegeben Zeitpunkten mittels Plaquetest auf MDCK-Zellen bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte  SEM von zwei unabhängigen Experimenten 
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